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1   Einleitung 
 
1.1  Kolonkarzinom 
Das kolorektale Karzinom ist heutzutage bei Frauen und Männern die zweit- bzw. 
dritthäufigste maligne Tumorerkrankung in der westlichen Welt. Etwa jeder zwanzigste in 
den Industrienationen lebende Mensch, wird im Laufe seines Lebens an einem kolorektalen 
Karzinom erkranken. Allein in Deutschland treten jedes Jahr etwa 62.000 Neuerkrankungen 
auf. Gleichzeitig stellt das kolorektale Karzinom mit jährlich etwa 26.000 Sterbefällen auch 
eine der häufigsten Krebstodesursachen in der Bundesrepublik dar1,2.  
Das Kolonkarzinom ist eine Erkrankung des späteren Lebensalters. 90% aller Betroffenen 
sind zum Zeitpunkt der Diagnose älter als 50 Jahre. Männer erkranken im Mittel mit 70 
Jahren, Frauen in etwas fortgeschrittenerem Alter, mit 73 Jahren. Ätiologisch spielen eine 
fettreiche und ballaststoffarme Ernährung, der Verzehr von rotem Fleisch, sowie 
Übergewicht, Bewegungsmangel, Rauchen und Alkoholkonsum eine Rolle bei der Entstehung 
kolorektaler Karzinome2–4. 
Der Großteil der kolorektalen Karzinome entsteht sporadisch (88-94%)3. Hierbei stellt die 
Entwicklung über die Adenom-Karzinom-Sequenz die Grundlage für die Entstehung eines 
Kolonkarzinoms dar5. Über die Akkumulation von Mutationen u.a. im APC-, ras- und p53-Gen 
entsteht sequentiell aus gesundem Darmepithel über Adenome mit unterschiedlichen 
Dysplasiegraden ein invasives Karzinom. Aufgrund der langsamen Entstehung über Vorstufen 
mit zunehmender Entartungstendenz, kommt der Vorsorgekoloskopie eine entscheidende 
Rolle bei der Prävention zu3,6. 
Viel seltener als die sporadischen Karzinome entstehen Kolonkarzinome aufgrund 
hereditärer Erkrankungen (5-10%). In diese Gruppe gehören das hereditäre nicht-polypöse 
Kolonkarzinom (HNPCC) beim Lynch-Syndrom sowie das Karzinom im Rahmen der familiären 
adenomatösen Polyposis coli (FAP). Noch seltener sind Kolonkarzinome, die sich auf dem 
Boden einer chronisch entzündlichen Darmerkrankung (1-2%) wie der Colitis ulcerosa 
entwickeln3,6.  
Die Mehrzahl der kolorektalen Karzinome entsteht im Bereich des Rektums (45%) und des 
Colon sigmoideums (30%). Ein vergleichsweise kleinerer Anteil entsteht im Colon ascendens 
(12,5%), im Colon transversum (9,5%), sowie im Colon descendens (2%)7.  





Histologisch stellen Adenokarzinome mit Abstand die häufigste Tumorentität des 
Dickdarmes dar. Zu den selteneren, hier vorkommenden Karzinomen zählen muzinöse 
Adenokarzinome, Siegelringkarzinome, Plattenepithelkarzinome, adenosquamöse und 
neuroendokrine Karzinome8. 
In frühen Tumorstadien können Patienten mit einem Kolonkarzinom durch eine alleinige 
Operation behandelt und geheilt werden, an die sich, in weiter fortgeschrittenen Stadien, 
eine Chemotherapie anschließen kann. Bei der Behandlung des Rektumkarzinoms stellt die 
prä- oder postoperative Radiochemotherapie eine weitere Möglichkeit zur Ergänzung der 
operativen Therapie dar3,8. 
Entscheidend für die Prognose des kolorektalen Karzinoms sind die Infiltrationstiefe des 
Tumors, der Befall von Lymphknoten und das Auftreten von Fernmetastasen. Während 
Patienten in einem frühen Stadium (UICC I) mit 85-95% eine sehr gute Prognose haben, 
nimmt die 5-Jahresüberlebenswahrscheinlichkeit mit fortgeschrittenerem Tumorstadium 
und dem Auftreten von Metastasen stetig ab (UICC II 60-80%, III 30-50%, IV 5-15%)8,9. Da das 
abfließende venöse Blut aus dem Tumorgebiet über die Pfortader zunächst die Leber 
erreicht, stellt die Leber die häufigste Lokalisation für Fernmetastasen dar. Etwa 30% bis 55% 
der Patienten entwickeln im Laufe ihrer Erkrankung Lebermetastasen. Während der Großteil 
der Patienten mit einer Lebermetastasierung nicht operabel und somit nicht mehr kurativ 
behandelbar ist, stellt die Metastasenresektion bei Patienten mit isolierten Lebermetastasen 
und funktioneller Operabilität eine Möglichkeit zur Heilung dar, mit 5-Jahresüberlebensraten 
zwischen 25% bis 40%9–14.  
 
 
1.2  Tumor-assoziierte Makrophagen 
Solide Tumoren, wie auch das kolorektale Karzinom, bestehen nicht nur aus malignen Zellen, 
sondern darüber hinaus aus einer Vielzahl anderer Zellarten wie z.B. Fibroblasten, 
Endothelzellen und Leukozyten. Makrophagen, als Untergruppe der Leukozyten, stellen 
einen wesentlichen Teil des leukozytären Infiltrates in malignen Tumoren dar15–17. Sie 
gehören zum unspezifischen bzw. angeborenen Teil des Immunsystems und entwickeln sich 
aus Monozyten, die aus dem Knochenmark in die Blutbahn ausgeschwemmt werden und 
von dort in die umliegenden Gewebe einwandern, wo sie zu Makrophagen differenziert 





werden18,19. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass sich Makrophagen durch bestimmte 
Stimuli in zwei spezifische Subtypen differenzieren können, sogenannte M1- und M2-
Makrophagen, die sich in ihren Eigenschaften unterscheiden. M1-Makrophagen sind 
proinflammatorische oder sogenannte klassisch-aktivierte Makrophagen, die in der Lage 
sind, Antigene zu präsentieren, Typ-1 T-Zell-Antworten zu induzieren und unter anderem 
proinflammatorische Zytokine wie IL-6 und TNF-α sowie verschiedene Radikale 
auszuschütten, die zytotoxische Effekte auf Mikroorganismen und Tumorzellen haben 
können. Die Stimulation undifferenzierter Makrophagen oder Monozyten mit Interferon-y 
oder Lipopolysacchariden führt zur Differenzierung in M1-Makrophagen19–23. 
M2-Makrophagen sind alternativ-aktivierte oder tumor-assoziierte Makrophagen (TAMs), 
die durch bestimmte, unter anderem von Tumoren sezernierte Stoffe wie VEGF und MCP-1 
in Tumoren gelockt und durch Zytokine wie IL-4, -10 und -13 sowie Glukokortikoide, zu M2-
Makrophagen differenziert werden können19,20,22,24–26. Im Gegensatz zu M1-Makrophagen 
besitzen tumor-assoziierte oder M2- Makrophagen nicht mehr die Eigenschaft, zytotoxische 
Abb. 1  M1/M2-Differenzierung von Makrophagen  Undifferenzierte Monozyten oder 
Makrophagen können durch bestimmte Reize in proinflammatorische (M1) bzw. tumor-
assoziierte (M2) Makrophagen differenziert werden. 





Radikale zu sezernieren, Typ-1 T-Zell-Antworten zu aktivieren oder Antigene zu präsentieren. 
Stattdessen produzieren sie Substanzen, die das Tumorwachstum steigern, wie zum Beispiel 
EGF und TGF-ß. Eine weitere Wirkung besteht in der Förderung der Angiogenese durch 
Sekretion von VEGF und dem Platelet Derived Growth Factor (PDGF). Darüber hinaus können 
tumor-assoziierte Makrophagen proteolytische Enzyme, wie zum Beispiel verschiedene 
Matrixmetalloproteinasen (MMP-2, -9, -12) sezernieren, die zu einem Abbau der 
extrazellulären Matrix beitragen. Hierdurch leisten sie einen Beitrag zu weiterem 
Tumorwachstum, sowie zur Infiltration des Tumors in Gefäße und fördern dadurch die 
Metastasierungsfähigkeit des Tumors (Abb. 1)19,24,27–30.  
Eine Reihe von Studien hat bisher den Einfluss von tumor-assoziierten Makrophagen auf das 
Wachstums- und Metastasierungsverhalten von verschiedenen Tumorentitäten untersucht. 
Die Mehrzahl der Veröffentlichungen beschrieb hierbei einen wachstums- und 
metastasierungsfördernden Effekt wie zum Beispiel für das Pankreas-, Mamma-, Blasen-, 
Prostata- und hepatozelluläre Karzinom31–37. Einige andere Publikationen berichteten 
allerdings von einem gegenteiligen Einfluss tumor-assoziierter Makrophagen. In diesen 
Studien zeigte die Infiltration von Makrophagen in die Tumoren einen positiven Effekt auf 
die Prognose von Magen- und Bronchialkarzinomen38,39. 
Bezüglich der Rolle tumor-assoziierter Makrophagen beim Kolonkarzinom im Menschen 
wurden bisher widersprüchliche Ergebnisse veröffentlicht. Einige Forschungsgruppen 
beobachteten, dass eine hohe Makrophagendichte entlang der Invasionsfront des Tumors 
mit einem früheren Tumorstadium, einer besseren Differenzierung des Tumors, weniger 
befallenen Lymphknoten und einer insgesamt  besseren  Prognose  korrelierte40–42. 
Andere Studien zeigten hingegen anhand humaner Kolonkarzinompräparate, dass die 
Infiltration tumor-assoziierter Makrophagen mit einer schlechteren Differenzierung, 
fortgeschritteneren Tumorstadien, einer verstärkten Neoangiogenese und einer höheren 
Rate an befallenen Lymphknoten assoziiert war26,43,44.  
 
 
1.3  Kupffer-Zellen 
In der Leber, dem Ort der häufigsten Lokalisation von Fernmetastasen kolorektaler 
Karzinome, stellen die ortsständigen Makrophagen, die sogenannten Kupffer-Zellen, mit 10-





15% die zweitgrößte Zellpopulation nach den Hepatozyten dar. Sie befinden sich im Lumen 
der Lebersinusoide und stehen somit in direktem Kontakt zu den im Blut zirkulierenden 
Tumorzellen45–49.  
Die Aufgabe der Kupffer-Zellen besteht darin, Mikroorganismen, apoptotische Zellen, 
Erythrozyten und Abfallprodukte aus dem die Lebersinusoide durchströmenden Blut und 
dem Lebergewebe per Phagozytose zu entfernen. Darüber hinaus sind sie in der Lage 
proinflammatorische Zytokine, Wachstumsfaktoren, proteolytische Enzyme und reaktive 
Sauerstoffradikale freizusetzen und hierdurch unter anderem auf Pathogene, Medikamente, 
sowie Tumorzellen zu reagieren. Außerdem besitzen sie, genau wie M1-Makrophagen, die 
Fähigkeit, Antigene zu präsentieren und T-Zell-Antworten zu induzieren, sowie 
intrahepatische Immunreaktionen anzustoßen46,47,50–53.  
Eine Reihe von Studien hat bereits den Einfluss von Kupffer-Zellen auf die Metastasierung 
des kolorektalen Karzinoms untersucht. Doch genau wie bei den tumor-assoziierten 
Makrophagen im Kolonkarzinom, wurden auch hier bisher gegensätzliche Ergebnisse 
publiziert, sodass die Rolle der Kupffer-Zellen bei der Entstehung von Lebermetastasen noch 
nicht abschließend geklärt ist.  
In einigen Veröffentlichungen wurde Kupffer-Zellen eine Metastasen-verhindernde Wirkung 
zugesprochen, da sie in der Lage waren, einen Großteil der zirkulierenden Tumorzellen zu 
binden und durch Phagozytose oder Sekretion von TNF-α und zytotoxischen Radikalen 
abzutöten54–59. 
Andere Forschungsergebnisse wiesen jedoch darauf hin, dass Kupffer-Zellen im Gegenteil 
sogar die Entstehung von Lebermetastasen förderten, indem sie zwar die Tumorzellen 
banden, jedoch nicht in der Lage waren, alle Tumorzellen auch abzutöten. Von diesen 
gebundenen, aber nicht phagozytierten Tumorzellen könnte die Metastasenausbildung ihren 
Ursprung nehmen47,55,60. Darüber hinaus wurde bei Kupffer-Zellen die Fähigkeit beobachtet, 
die Expression bestimmter Rezeptoren auf dem Endothel der Lebersinusoide zu induzieren, 
an die wiederum Tumorzellen binden konnten. Dies könnte der Ursprung für die Migration 
von Tumorzellen in das Lebergewebe und die Bildung von Metastasen sein61–63. 
 





1.4  MRT-Bildgebung des Kolons 
Das MRT, oder auch Kernspintomographie genannt, ist eine Methode der Bildgebung, bei 
der Schichtbilder des Körpers ohne Verwendung von Röntgenstrahlung angefertigt werden. 
Hierbei macht man sich den Eigendrehimpuls (Kernspin) von Wasserstoffatomen zu Nutze, 
die durch Anlegen eines äußeren, starken Magnetfeldes ausgelenkt werden. Nach 
Abschalten des Magnetfeldes fallen die Wasserstoffatome wieder in ihren ursprünglichen 
Eigendrehimpuls, unter Aussendung elektromagnetischer Strahlung, zurück. Diese Strahlung 
kann gemessen und zur Bildkonstruktion verwendet werden.  
Der Vorteil der Magnetresonanztomographie gegenüber anderen bildgebenden Verfahren, 
wie z.B. der Computertomographie, besteht in einem sehr guten Weichteilkontrast, einer 
hohen Auflösung, der Möglichkeit zur Generierung von Bildern in jeder Ebene im Raum, 
sowie dem Verzicht auf Röntgenstrahlung. Darüber hinaus stellt sie, im Gegensatz zur 
Koloskopie oder Endosonographie, ein nicht-invasives Verfahren dar.  
Die Diagnose eines kolorektalen Karzinoms erfolgt im Menschen durch eine endoskopische 
Untersuchung (Koloskopie) mit Biopsieentnahme zur histologischen Bestätigung der 
Malignität. Zur Festlegung des Tumorstadiums werden weitere bildgebende 
Untersuchungsmethoden (Sonographie, Endosonographie, CT, MRT) eingesetzt, die 
insbesondere beim Rektumkarzinom Aussagen zur Tiefe der Wandinfiltration des Tumors 
und zu einem möglichen Lymphknotenbefall erlauben3,64. Bei der Untersuchung der Leber 
zur Darstellung einer möglichen Metastasierung spielt das MRT unter Verwendung des 
leberspezifischen Kontrastmittels Primovist® eine zentrale Rolle65–67. 
Tiermodelle zur Untersuchung von humanen Erkrankungen, wie zum Beispiel dem 
Kolonkarzinom, stehen in steigender Zahl zur Verfügung. Hierbei kommt den bildgebenden 
Verfahren zur nicht-invasiven Verlaufsbeurteilung eine entscheidende Bedeutung zu. In der 
Klinik erfolgreich angewendete Verfahren, wie die Computertomographie oder die 
Magnetresonanztomographie, haben sich auch im Kleintiermodell für bestimmte 
Fragestellungen bewährt. Heutzutage wird die MRT-Bildgebung beispielsweise des Herzens 
und des Gehirns im Tiermodell bereits erfolgreich und standardmäßig angewendet, 
wohingegen das MRT des Abdomens aufgrund technischer Schwierigkeiten, bedingt durch 
die Peristaltik und Atembewegungen, bislang oft noch zu unbefriedigenden Ergebnissen 
führt68–70. Während das Rektum durch seine anatomische Fixierung und die dadurch 





eingeschränkte Beweglichkeit meist noch gut darstellbar ist, ist die Bildgebung des Kolons 
und des Dünndarms bei lebenden Tieren ohne Hilfsmittel bisher schwierig71,72. Obwohl 
prinzipiell auch die Koloskopie im Kleintiermodell zur Verfügung steht, stellt dieses 
Verfahren zur Diagnostik bzw. zur Verlaufsbeurteilung von Erkrankungen des Darmes eine 
nur eingeschränkt anwendbare Methode dar, da unter anderem lediglich die distalen 3-4cm 
des Darmes untersucht werden können73. 
Da viele Erkrankungen des Darmes, wie z.B. auch die chronisch entzündlichen 
Darmerkrankungen, noch nicht vollständig verstanden werden, benötigt die Forschung auch 
in Zukunft Tierversuche, um sowohl die Ursachen, als auch potenzielle 
Behandlungsmöglichkeiten zu untersuchen. Hierbei könnte eine verbesserte Bildgebung des 
Darmes im MRT in vielen Tierversuchen den Informationsgehalt steigern, gleichzeitig eine 
nicht-invasive, zeitliche Verlaufsbeurteilung ermöglichen und darüber hinaus für bestimmte 
Fragestellungen die Anzahl der benötigten Versuchstiere reduzieren, gemäß dem von Russel 




1.5  Zielstellung 
Für mehrere Tumorentitäten wurde sowohl im Kleintiermodell, als auch in humanen 
Präparaten bereits ein proliferationsfördernder Effekt durch Makrophagen nachgewiesen. 
Für das Kolonkarzinom wurden bisher nur wenige und darüber hinaus gegensätzliche 
Ergebnisse veröffentlicht. Daher war es das Ziel dieser Arbeit, den Einfluss von Makrophagen 
auf das Wachstums- und Metastasierungsverhalten des Kolonkarzinoms, sowie die Rolle von 
Kupffer-Zellen auf die Entstehung von Metastasen in der Leber zu untersuchen. Zur 
Beantwortung dieser Fragestellungen sollte ein Tiermodell verwendet und die Makrophagen 
selektiv mittels Gabe von Clodronat-Liposomen depletiert werden. Prinzipiell gibt es 
verschiedene Möglichkeiten, Kolonkarzinome in Tieren zu erzeugen. Da die Tiere die 
Clodronat-Injektionen jedoch nur für einen kurzen Zeitraum tolerierten, wurde in dieser 
Arbeit ein Tumormodell benötigt, in dem die Versuchstiere innerhalb eines kurzen Zeitraums 
zuverlässig Kolonkarzinome entwickelten. Zu diesem Zweck wurde ein orthotopes, syngenes 





Kolonkarzinommodell in der immunkompetenten Maus etabliert und das Tumorwachstum in 
Versuchsgruppen mit und ohne Makrophagendepletion mittels Kleintier-MRT untersucht. 
Für den Fall eines signifikanten Einflusses der Makrophagen auf das Wachstumsverhalten im 
orthotopen Kolonkarzinom war es darüber hinaus ein weiteres Ziel dieser Arbeit, eine der 
hierfür möglicherweise verantwortlichen Ursachen, wie zum Beispiel die Beeinflussung der 
Neoangiogenese, genauer zu untersuchen.  
In einem zweiten Tiermodell, einem Lebermetastasenmodell, sollte außerdem die Rolle von 
Kupffer-Zellen bei der Lebermetastasierung beobachtet werden. Auch hier wurden die 
Kupffer-Zellen selektiv durch Gabe von Clodronat-Liposomen depletiert und die 
Metastasierung im Anschluss mittels Kleintier-MRT beurteilt.  
Im Versuchsverlauf zeigten sich bei der Bildgebung der orthotopen Kolonkarzinome im 
Kleintier-MRT erhebliche Schwierigkeiten aufgrund der nicht zu unterdrückenden Peristaltik. 
Daher war es neben den vorab formulierten Zielen im weiteren Verlauf darüber hinaus das 
Bestreben, eine Methode zu entwickeln, die eine schonende, nicht-invasive MRT-






















2   Material und Methoden 
 
2.1  Tiere 
In sämtlichen Versuchen wurden 8 bis 10 Wochen alte, männliche Balb/c-Mäuse mit einem 
Gewicht von 22g bis 24g verwendet. Sie wurden über Charles River (Bad Sulzfeld, Germany) 
bezogen und im Tierstall der Arbeitsgemeinschaft für Chirurgische Onkologie im 
Biotechnikum in Greifswald in Kästen zu je maximal fünf Tieren gehalten. Die Tiere bekamen 
sterilisiertes Trockenfutter (ssniV R-Z, ssniV Spezialdiäten GmbH, Soest, Deutschland) sowie 
angesäuertes Wasser ad libitum. Die Mäuse waren einem 12-stündigen Tag-Nacht-Rhythmus 
ausgesetzt und wurden bei einer konstanten Temperatur und Luftfeuchtigkeit gehalten. Vor 
Beginn der Versuche erhielten die Tiere eine Woche Zeit zur Gewöhnung an die neue 
Umgebung.  Die Tierexperimente wurden zuvor vom Ethikkomitee des Landesamtes für 
Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei genehmigt (Antragsnummern LALLF M-
V/TSD/7221.3-1.1-052/2010 sowie -082/2012). 
 
 
2.2  Zelllinie 
Zur Induktion eines orthotopen Kolonkarzinoms wurde die Kolonkarzinom-Zelllinie CT-26 
verwendet, die ursprünglich 1975 in den USA in Balb/c-Mäusen chemisch induziert und 
anschließend isoliert wurde. Durch die transrektale Gabe von N-Nitroso-N-Methylurethan 
zweimal wöchentlich über sechs Monate entwickelten die Tiere Kolonkarzinome, die 
anschließend in gesunde Balb/c-Mäuse transplantiert wurden. Es handelt sich bei dieser 
Zelllinie um undifferenzierte Karzinomzellen (Grad IV) mit einer Verdopplungszeit während 
der exponentiellen Wachstumsphase von 1,7 Tagen und einer hohen 
Metastasierungsrate75,76. 
Die Kultivierung der CT-26-Zellen erfolgte in 10cm Zellkulturschalen (Becton Dickinson, 
Heidelberg, Deutschland) mit Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco, Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA), versetzt mit 10% fetalem Kälberserum (FCS, PAN™, Biotech GmbH, 
Aidenbach, Deutschland), sowie 100U/ml Penicillin (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 
Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO₂ im Brutschrank (Heraeus, Hanau, Deutschland) 
gehalten. Etwa alle zehn Tage, nachdem die Zellen einen konfluenten Zellrasen gebildet 





hatten, wurden sie gesplittet. In den Versuchen wurden Zellen ab der dritten Passage 
verwendet. Mittels PCR wurden die Tumorzellen regelmäßig auf Mykoplasmen getestet und 
nur negativ getestete Zellkulturen weiterverwendet.  
Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an der Zellkulturbank (Thermo 
Electron, Heraeus, Langenselbold, Deutschland) durchgeführt. Zum Splitten der Zellen wurde 
zunächst das Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS (GE Healthcare, Buckinghamshire, 
Großbritannien) gewaschen. Nachfolgend wurden die Zellen vorsichtig durch fünfminütige 
Inkubation mit 1ml 0,05% Trypsin (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) abgelöst und in ein 
15ml-Sarstedt-Röhrchen (Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) überführt. Nach dem 
Zentrifugieren für 3 Minuten bei 1500U (Heraeus, Hanau, Deutschland) wurde der 
Überstand abgenommen und das Pellet in 5ml frischem DMEM resuspendiert. 1ml dieser 
Suspension wurde in eine frische Zellkulturschale gegeben und mit 9ml DMEM, sowie FCS 
und Penicillin in oben genannten Konzentrationen versetzt. Alle 2-3 Tage wurde das 
Zellwachstum per Mikroskop (Leica, Wetzlar, Deutschland) kontrolliert. 
 
 
2.3  Clodronat-Liposomen 
Zur Makrophagen-Depletion wurden Clodronat-Liposomen verwendet. Das Clodronat wurde 
freundlicherweise durch die Firma Roche (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) zur 
Verfügung gestellt und die Clodronat-Liposomen im Labor von Nico van Rooijen (Abteilung 
für Molekulare Zellbiologie, Medizinische Fakultät, Vrije Universität, Amsterdam, 
Niederlande) hergestellt. Clodronat-Liposomen sind Vesikel mit einer Doppellipidmembran, 
die in ihrem Inneren das Bisphosphonat Clodronat enthalten. Die Liposomen werden selektiv 
von Makrophagen phagozytiert und intrazellulär von lysosomalen Phospholipasen verdaut, 
sodass die Phospholipiddoppelschicht zerstört und das Clodronat freigesetzt wird, was 
letztlich zum Absterben der Zelle per Apoptose führt. Das hierbei freigesetzte Clodronat hat 
eine extrem kurze Halbwertszeit im Blutsystem, weil es umgehend renal ausgeschieden 
wird.  
Bei der intraperitonealen Injektion gelangen die Liposomen in die Peritonealhöhle und von 
dort über das Lymphsystem in die Blutbahn, die sie nicht verlassen können. Eine einzige 
intraperitoneale Injektion von Clodronat-Liposomen führt somit zur selektiven Depletion von 





Makrophagen innerhalb der Peritonealhöhle sowie in der Blutbahn einschließlich der in den 
Lebersinusoiden befindlichen Kupffer-Zellen77–79.  
Die Liposomen wurden bei 4°C gelagert und vor der Injektion in die Mäuse auf 
Zimmertemperatur aufgewärmt. Vor der Injektion wurde das Falcon Röhrchen (Becton 
Dickinson, Heidelberg, Deutschland) mit den Liposomen vorsichtig geschüttelt, um eine 
homogene Injektionssuspension zu erhalten und ein Absetzen der Liposomen am Boden des 
Röhrchens zu verhindern. Die Liposomen wurden anschließend nach Desinfektion der 
Bauchdecke mit 70%-Ethanol unter sterilen Bedingungen mit einer 1ml-Spritze und einer 
26G-Kanüle in die Bauchhöhle gespritzt.  
Die Mäuse bekamen bei der ersten intraperitonealen Injektion eine Dosis von 2mg Clodronat 
pro 20g Körpergewicht appliziert. Dies entspricht einem Volumen von 286µl der Suspension 
pro 20g Körpergewicht. Da Monozyten bzw. Makrophagen nach etwa fünf Tagen wieder 
beginnen sich anzusiedeln, wurden die Injektionen alle fünf Tage mit der halben 
Ausgangsdosis (1mg Clodronat pro 20g KG) wiederholt. Im orthotopen Kolonkarzinommodell 
wurde die erste Injektion von Clodronat-Liposomen zwei Tage nach der Tumorzellinjektion 
durchgeführt. Weil die Clodronat-Liposomen bei diesem Injektionsschema zu einer 
Depletion der Monozyten und Makrophagen in der Peritonealhöhle und der Blutbahn 
führen, nicht aber in der Darmwand bzw. im Tumor selbst, war bei diesem Vorgehen nicht 
mit einer vollständigen Depletion in den Kolonkarzinomen zu rechnen, da dort bereits 
ansässige Makrophagen nicht erreicht werden konnten. In diesem orthotopen Modell ließ 
sich durch Injektion der Clodronat-Liposomen somit lediglich die Neueinwanderung von 
Monozyten und Makrophagen aus der Peritonealhöhle und der Blutbahn verhindern. 
Im Lebermetastasenmodell erfolgte die intraperitoneale Injektion von Clodronat-Liposomen 
zwei Tage vor der Tumorzellinjektion in die Milz, sodass die Kupffer-Zellen zum 
Operationszeitpunkt bereits vollständig depletiert waren. In Vorversuchen zeigte sich dieses 
Injektionsschema als hocheffektiv zur Depletion der Kupffer-Zellen in der Leber. 
Viele Forschungsgruppen verwenden mit PBS gefüllte Liposomen als Kontrolle. Dies ist aber 
nicht die wissenschaftlich korrekte Kontrolle für die Applikation von Clodronat-Liposomen, 
weil die Liposomen allein bereits einen möglichen Effekt auf Makrophagen haben können. 
Hierzu zählt die Blockierung bestimmter Makrophagenfunktionen, wie z.B. der Phagozytose 





durch die PBS-Liposomen. Aus diesem Grund wird meist empfohlen, die intraperitoneale 
Injektion von NaCl als Kontrolle zu verwenden77.  
Da die Versuche im Lebermetastasenmodell in dieser Arbeit zeitlich vor denen des 
orthotopen Kolonkarzinommodells durchgeführt worden waren, wurden in dem zuerst 
genannten Modell zwei Kontrollgruppen verwendet. Eine Tiergruppe erhielt PBS-Liposomen, 
die andere lediglich NaCl (Roth, Karlsruhe, Deutschland) intraperitoneal. Die Injektionen 
erfolgten jeweils zu den gleichen Zeitpunkten und mit den gleichen Injektionsvolumina wie 
in der Gruppe, die Clodronat-Liposomen erhalten hatte. Nachdem im 
Lebermetastasenmodell kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Kontrollgruppen 
zu erkennen war, wurde im orthotopen Kolonkarzinommodell auf eine Kontrollgruppe 
verzichtet, um die Anzahl an Versuchstieren im Sinne des 3R-Prinzips so niedrig wie möglich 
zu halten. Die Kontrollgruppe in diesem Experiment bekam lediglich NaCl intraperitoneal 
injiziert. 
Die Makrophagendepletion mit Clodronat-Liposomen hat weitreichende Folgen für die 
Funktion des Immunsystems. Aus diesem Grund verstirbt ein Teil der Tiere an Infektionen. 
Bei Tieren, die im Verlauf der Versuche verendeten, wurde umgehend eine Exploration 
durchgeführt. Es konnte stets ausgeschlossen werden, dass eine hohe Tumorlast die Ursache 
für ihren Tod war. 
 
 
2.4  Zytotoxizitätsassay 
Um ausschließen zu können, dass die Clodronat-Liposomen selbst einen Effekt auf die 
Tumorzellen haben, wurde zunächst ein Zytotoxizitätsassay durchgeführt. Hierzu wurden 
2,5x103 CT-26 Tumorzellen pro Loch in einer 96-Loch-Platte (Becton-Dickinson, Heidelberg, 
Deutschland) für 24h bei 37°C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit zunächst mit 120µl DMEM 
versetzt. Im nächsten Schritt wurde das Medium abgenommen und durch frisches DMEM, 
DMEM mit 1:100 verdünnten Clodronat-Liposomen und DMEM mit 1:200 verdünnten 
Clodronat-Liposomen ersetzt. Nach weiteren 24h im Zellkulturschrank wurde die Zellvitalität 
mittels CellTiter Blue-Assay (CellTiter Blue®, Promega, Madison, WI, USA) untersucht. Hierbei 
wird die Eigenschaft von vitalen Zellen ausgenutzt, die Indikatorsubstanz Resazurin zu der 





fluoreszierenden Substanz Resorufin zu metabolisieren. Nicht-vitale Zellen verlieren diese 
Eigenschaft und erzeugen somit kein fluoreszierendes Signal.  
Im Rahmen des Assays wurden die Zellen in den Löchern mit dem CellTiter-Blue-Reagenz 
versetzt und für 1h bei 37°C inkubiert. Abschließend wurde die Platte mit einem Fluoreszenz-
Photometer bei einer Exzitation von 545nm und einer Emission von 590nm (Spectra Max 




Zur Untersuchung des Einflusses von Makrophagen auf das Wachstums- und 
Metastasierungsverhalten im Kolonkarzinom wurde ein Tiermodell verwendet. Da die Mäuse 
die in Kapitel 2.3 beschriebenen Clodronat-Injektionen nur für einen begrenzten Zeitraum 
tolerierten, wurde ein Kolonkarzinommodell benötigt, bei dem die Tiere innerhalb weniger 
Wochen Tumoren ausbildeten. Um dieses Ziel zu erreichen, wurde ein neues 
Injektionsmodell etabliert, bei dem Balb/c-Mäusen 5x104 CT-26-Kolonkarzinomzellen 
orthotop in die Darmwand des Caecums injiziert wurden. 
 
 
2.5.1  Induktion eines orthotopen Kolonkarzinoms 
Zur Vorbereitung der Tumorzellinjektion war es notwendig, die CT-26-Zellen zwei Tage vor 
der Operation bereits einmal zu splitten, weil die Zellen zur Verklumpung neigten und sich 
auch durch sorgfältiges Resuspendieren sonst nicht in die notwendige Einzelzellsuspension 
bringen ließen. Die Anzahl der Zellen wurde mittels Neubauer-Zählkammer (Braun, 
Melsungen, Deutschland) bestimmt. Jeweils 5x105 CT-26-Zellen wurden abschließend in ein 
1,5ml Eppendorf-Röhrchen (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) überführt und mit 
DMEM-Medium aufgefüllt. 
Die Operation selbst wurde im Tierstall der Forschungsgruppe Chirurgische Onkologie im 
Biotechnikum Greifswald durchgeführt. Hier wurden unmittelbar vor Operationsbeginn die 
Zellen in den vorbereiteten Eppendorf®-Röhrchen herunterzentrifugiert und das Medium 
abgenommen. Das Zellpellett wurde nun in 50µl PBS sowie 50µl Matrigel (MatrigelTM 
Basement Membrane Matrix, BD Bioscience, San José, CA, USA) resuspendiert. Durch 





Injektion von 10µl dieser Suspension erhielt jede Maus somit 5x104 Zellen. Das Matrigel® hat 
die Eigenschaft, unterhalb von 4°C in flüssiger Form vorzuliegen und beim Aufwärmen auf 
über 4°C in einen gelartigen Zustand überzugehen, welcher das Austreten von Tumorzellen 
aus der Darmwand minimiert. 
Zur Induktion der Kolonkarzinome wurden die Tiere zunächst durch eine intraperitoneale 
Injektion mit einer Mischung aus Ketamin Hydrochlorid (Ketanest S®, Pfizer Pharma, Berlin) 
und Xylometazolin Hydrochlorid (Rompun®, Bayer HealthCare, Berlin) in einer Konzentration 
von 87mg/kg bzw. 13mg/kg anästhesiert. Hierzu wurden 27G-Kanülen (Braun, Melsungen 
Deutschland), sowie 1ml-Spritzen (Braun, Melsungen, Deutschland) verwendet. Die 
Narkosetiefe wurde 
durch das Auslösen 
eines 
Schmerzreflexes am 




einstellte, wurden die 
Tiere in Rückenlage 
fixiert. Das Fell der 
Mäuse wurde nun 
mit einem in 70%-
Ethanol getränktem 
Wattestäbchen desinfiziert und die Peritonealhöhle mit einer Operationsschere durch eine 
mediane Laparotomie längs über etwa 1cm eröffnet. Das Caecum, das sich in der Maus in 
der Regel im linken Unterbauch befindet, wurde vorsichtig mittels eines Wattetupfers und 
einer Pinzette hervorluxiert und dargestellt. 5x104 CT-26-Zellen wurden nun in 10µl einer auf 
Eis gekühlten Suspension, bestehend aus gleichen Teilen PBS und Matrigel, mit Hilfe einer 
ebenfalls auf Eis gekühlten 27-Gauge-Hamilton®-Spritze (1702 N-PST 2, Hamilton Company, 
Reno, Nevada, USA) subserös in die Wand des Caecums in Richtung des 
Mesenterialansatzes, einen Zentimeter kaudal des ileocaecalen Übergangs, gespritzt (Abb. 
Abb. 2 Tumorzellinjektion in das Caecum  Injektion von 5x104 CT-26-
Zellen subserös in die Darmwand des Caecums. 





2). Nach der Injektion wurde die Injektionsstelle zunächst mit einem Wattetupfer abgetupft 
und anschließend 20µl eines chirurgischen Sprühverbandes, Opsite-Spray (Smith&Nephew, 
Schwechat, Österreich), aufgebracht. Sowohl das Matrigel als auch die Versiegelung der 
Injektionsstelle mit Opsite-Spray dienten dazu, den Austritt von Tumorzellen und somit das 
Risiko für die Ausbildung einer operationsbedingten intraperitonealen 
Tumorzellverschleppung zu minimieren. Im nächsten Schritt wurde das Caecum wieder in 
die Peritonealhöhle zurückverlagert und der Bauchschnitt durch eine einschichtige, 
fortlaufende Naht (Catgut® Polyester weiß, 4/0 USP, Catgut GmbH, Markneukirchen, 
Deutschland) verschlossen. Zur Reduktion des postoperativen Schmerzes wurde den Tieren 
im Anschluss an die Operation Buprenorphinhydrochlorid in einer Dosis von 0,1mg/kg 
subkutan verabreicht.  
Die Mäuse wachten in der Regel nach etwa 60min wieder aus der Narkose auf und liefen 
bereits 2h nach Beginn der Narkose wieder im Käfig herum. 
Die Anzahl der Mäuse, die bei Anwendung dieser Methode Kolonkarzinome entwickelte, lag 
bei 70-80%. Dass nicht alle Tiere Tumoren ausbildeten, wurde auf eine fehlerhafte 
intramurale Tumorzellinjektion zurückgeführt. Tiere, die keine Tumoren entwickelten, 
wurden nicht in den Ergebnissen berücksichtigt.  
 
 
2.5.2  MRT-Bildgebung im orthotopen Kolonkarzinommodell 
14 Tage nach der Tumorzellinjektion in die Darmwand wurden die Tiere im Kleintier-MRT  
untersucht und die Tumoren mittels MRT volumetriert. Um einen sauberen Darm 
untersuchen zu können, wurde den Mäusen 12h vor Beginn der Untersuchung das Futter 
entzogen, bei weiterhin freiem Zugang zum Trinkwasser. Zum Transport der Tiere innerhalb 
des Biotechnikums vom Tierstall in das MRT wurden spezielle Transportboxen verwendet. 
Zur Vorbereitung der etwa 25-30min dauernden Untersuchung im Kleintier-MRT wurden die 
Tiere mit 1% - 1,5% Isofluran über ein spezielles Veterinärnarkosesystem narkotisiert, sowie 
gleichzeitig mit hochkonzentriertem Sauerstoff versorgt. Sobald die Tiere ausreichend tief 
narkotisiert waren, wurden sie in Bauchlage auf dem MRT-Schlitten platziert. Durch Einsatz 
eines Atemmonitors wurde die Atmung der Tiere während der Vorbereitung und der 
eigentlichen MRT-Untersuchung permanent überwacht und die Narkosetiefe über die 





Atemfrequenz gesteuert. Zur 
Minimierung von 
Bewegungsartefakten wurde eine 
Atemfrequenz von 30-40/min 
angestrebt. Die Augen wurden 
durch einen Tropfen Bepanthen®-
Augen- und Nasensalbe (Bayer 
Vital GmbH, Leverkusen, 
Deutschland) vor dem 
Austrocknen geschützt. 
Die Untersuchung selbst wurde in 
einem 7 Tesla MRT für Kleintiere 
(Abb. 3, Bruker, ClinScan, 7,0 
Tesla, 290 mTesla/m Gradienten Stärke, Ettlingen, Deutschland) durchgeführt. Die 
Bildgebung erfolgte in einer Ganzkörper-Maus-Spule (Bruker, Ettlingen, Germany), einer 
Volumen-Spule, die die Bildgebung einer ganzen Maus ohne Erzeugung von 
Inhomogenitäten erlaubt. 
Zur Messung wurde zunächst eine hochauflösende, T2-gewichtete, koronare Sequenz 
durchgeführt (TR (repetition time = Zeit zwischen zwei Anregungsimpulsen): 1250 ms; TE 
(echo time = Zeit zwischen der Anregung und der Messung des Signals): 45 ms; FA (flip angle 
= Anregungswinkel): 180°; FoV (Field of view = Bildbereich): 40 mm × 40 mm; FoV Phase: 
100%; Matrix (Bildzusammensetzung aus Pixeln): 240 × 320; 35 Schichten mit 0,7 mm 
Schichtdicke; Mittelungen:  1;  keine  Q-Fettsättigung;  Aquisitionszeit:  ca.  12min). In T2-
gewichteten Sequenzen stellt sich Wasser hell, Fettgewebe hingegen eher dunkel dar. Im 
nächsten Schritt folgte eine weitere T2-gewichtete Sequenz in transversaler Ebene (TR: 1250 
ms; TE: 41,0 ms; FA: 180°; FoV: 42 mm × 42 mm; FoV Phase: 100%; Matrix: 240 × 320; 24 
Schichten mit 0,7 mm Schichtdicke; Mittelungen: 1; keine Q-Fettsättigung; Aquisitionszeit: 
ca. 15 min).  
Im Anschluss an diese Untersuchung schloss sich noch die MRT-Untersuchung der Leber im 
Hinblick auf eine Lebermetastasierung an, die der Untersuchung im Lebermetastasenmodell 
glich und in Kapitel 2.6.2 ausführlich beschrieben wird.  
Abb. 3  7 Tesla-Kleintier-MRT    Das Kleintier-MRT im 
Biotechnikum in dem die Untersuchungen durchgeführt 
wurden. 





Nach Beendigung der Untersuchung wurden die Tiere zunächst zur schnelleren Erholung in 
einen Einzelkäfig unter eine Rotlicht-Wärmelampe gelegt. Sobald sie wieder liefen, wurden 
sie in ihren ursprünglichen Käfig zu den anderen Tieren zurückgesetzt.  
 
 
2.5.3  Versuchsablauf im orthotopen Kolonkarzinommodell 
Zur Untersuchung des Einflusses von Makrophagen auf das Wachstums- und 
Metastasierungsverhalten wurde das oben beschriebene orthotope Kolonkarzinommodell 
verwendet und bei einer Gruppe von Balb/c-Mäusen die Makrophagen selektiv durch 
intraperitoneale Injektion von Clodronat-Liposomen depletiert. Weil erwartungsgemäß ein 
Teil der Tiere während des Versuchs an Infektionen verstarb bzw. keine Tumoren 
entwickelte, wurde in der Depletionsgruppe eine Gruppengröße von 20 Tieren gewählt. Als 
Kontrolle wurde in diesem Experiment einer Gruppe von 10 Tieren lediglich NaCl 
intraperitoneal injiziert.  
Zunächst wurde den Tieren eine Woche gewährt, sich an die neue Umgebung zu gewöhnen. 
An Tag 0 wurde dann die Injektion der CT-26-Tumorzellen in die Darmwand durchgeführt. 
Nachdem die Mäuse sich von dem Eingriff erholt hatten, wurde an Tag 2 mit der 
Makrophagendepletion begonnen und wie in Kapitel 2.3 beschrieben durchgeführt. Die 
Clodronat-Injektionen wurden im Anschluss zweimal, nach jeweils 5 Tagen, mit der halben 
Ausgangsdosis wiederholt, um das Einwandern von neuen Makrophagen in die Tumoren und 
die Umgebung zu verhindern. Am 14. Tag erfolgte dann die Untersuchung der Tiere im 7 
Tesla Kleintier-MRT, wie in Kapitel 2.5.2 beschrieben, zur Tumorgrößenbestimmung sowie 
zur Lebermetastasenevaluation (Abb. 4). 
Abb. 4 Versuchsablauf im orthotopen Kolonkarzinommodell    Übersicht über die zeitliche 
Abfolge von Tumorzellinjektion, Makrophagendepletion und abschließendem MRT. Tiere in der 
Kontrollgruppe erhielten zum Depletionszeitpunkt statt Clodronat-Liposomen eine 
intraperitoneale Injektion von NaCl. 






Das Volumen des Primärtumors sowie die Anzahl der Metastasen wurden mit Hilfe des 
Programmes MIPAV (medical imaging processing and visualization, National Institutes of 
Health, Bethesda, MD, USA) ausgewertet. Die Tumoren wurden hierzu mit sogenannten ROIs 
(Regions of interest) in allen Schichten sowohl in der koronaren als auch in der transversalen 
Ebene markiert und hieraus durch das Programm automatisch das Tumorvolumen bestimmt. 
Metastasen und sekundäre Tumoren ohne Kontakt zum Primärtumor wurden nicht in die 
Volumenberechnung mit einbezogen. Die Tumorränder konnten auch ohne Kontrastmittel 
vom umgebenden Gewebe sicher abgegrenzt werden (Abb. 5). 
Im Anschluss an das MRT wurden die Tiere exploriert. Hierbei wurden die Mäuse zunächst 
mittels Ketanest S® in eine tiefe Narkose versetzt und daraufhin durch zervikale Dislokation 
getötet. Anschließend wurden die Tiere in Rückenlage fixiert, das Abdomen durch eine 
mediane Laparotomie eröffnet und im orthotopen Modell das Kolonkarzinom mit dem 
angrenzenden Darmabschnitt, die Leber sowie eventuelle peritoneale Absiedlungen 
Abb. 5  Tumorvolumetrie mittels MIPAV   Bestimmung des Tumorvolumens anhand der T2-
gewichteten MRT-Sequenzen. 





entfernt. Im Lebermetastasenmodell wurde lediglich die Leber entnommen. Der Situs wurde 
vor der Organentnahme sowie die Tumoren und betroffenen Organe zusätzlich einzeln nach 
der Exploration fotografisch dokumentiert. Nachdem die Primärtumoren von anhaftenden 
Darmabschnitten getrennt worden waren, wurde das Gewicht mittels Feinwaage bestimmt 
(Sartorius, Göttingen, Deutschland). Im nächsten Schritt wurden die Organe nun in 4,5% 
Formaldehyd (Universitätsapotheke, Greifswald, Deutschland) für mindestens 24h im 
Kühlschrank fixiert, anschließend bei Raumtemperatur in Ethanol entwässert und in Paraffin 
(Universitätsapotheke, Greifswald, Deutschland) eingebettet.  
 
 
2.6  Lebermetastasenmodell 
In einem zweiten Versuch wurde ein murines Lebermetastasenmodell herangezogen, um 
den Einfluss der lebereigenen Makrophagen im Hinblick auf das Metastasierungsverhalten 
zu untersuchen. Auch bei diesem Versuch wurden CT-26-Zellen verwendet, die diesmal in 
die Milz von Balb/c-Mäusen injiziert wurden mit der Absicht, die hämatogene 
Metastasierung über den Blutstrom der Pfortader zu simulieren. 
 
 
2.6.1  Induktion von Lebermetastasen 
Die Vorbereitung der Zellen erfolgte wie im orthotopen Kolonkarzinommodell mit dem 
Unterschied, dass 5x105 CT-26-Zellen diesmal nur in 250µl PBS statt in PBS und Matrigel 
resuspendiert wurden. Durch Injektion von 25µl dieser Suspension erhielt jede Maus hierbei 
somit ebenfalls 5x104 Zellen.  
Die Anästhesie der Tiere wurde, wie für das orthotope Kolonkarzinommodell beschrieben, 
durchgeführt. Anschließend wurde das Fell der Mäuse mit 70%-Ethanol desinfiziert und die 
Peritonealhöhle durch eine linksseitige, quere Oberbauchlaparotomie über knapp 1cm 
unterhalb des Rippenbogens eröffnet. Die Milz wurde mit einem sterilen Wattestäbchen 
sowie einer Pinzette hervorluxiert und die vorbereitete Suspension von 5x104 CT-26 Zellen in 
einem definierten Volumen von 25µl PBS mit einer 27-Gauge-Hamilton®-Spritze langsam 
unter die Milzkapsel gespritzt (Abb. 6). Um Nachblutungen und den Austritt von Zellen in die 
Peritonealhöhle zu verhindern, wurde die Injektionsstelle im Anschluss mit einem 






komprimiert, bis die 
Blutung gestoppt war. 
Abschließend wurde die 
Milz wieder in die 
Peritonealhöhle verlagert 
und der Bauchschnitt 
durch eine einschichtige, 
fortlaufende Naht 
verschlossen sowie die 
Schmerzbehandlung, wie 
in Kapitel 2.5.1 
beschrieben, 
durchgeführt. Auch hier wachten die Tiere etwa 60min nach Beginn der Narkose wieder auf 
und liefen weitere 60min später bereits wieder durch den Käfig. 
Der Anteil der Tiere, der durch diese Methode zwei Wochen nach Tumorzellinjektion in die 
Milz Lebermetastasen aufwies, lag bei 100%. 
 
 
2.6.2  MRT-Bildgebung im Lebermetastasenmodell  
Zur Bestimmung der Lebermetastasenanzahl im einzelnen Tier wurden die Mäuse 14 Tage 
nach der Tumorzellinjektion in die Milz im Kleintier-MRT untersucht (Abb. 7). Den Tieren 
musste vor der Untersuchung in diesem Versuchsmodell nicht das Futter entzogen werden. 
Unmittelbar vor Beginn der Untersuchung wurde jeder Maus nach Einleitung der Isofluran-
Narkose 120µl des leberspezifischen MRT-Kontrastmittels Primovist® (Gadolinium-Chelat, 
Bayer Schering Pharma, Berlin), verdünnt mit NaCl, in einer Konzentration von 
0,025mmol/ml intravenös in die Schwanzvene injiziert. Durch die Verwendung eines 
Atemmonitors wurde die Atmung der Mäuse vor und während der Messung im MRT 
überwacht und die Narkosetiefe über die Atemfrequenz gesteuert. Bei der Untersuchung 
wurde eine Atemfrequenz von 30-40/min angestrebt. Die Tiere wurden in Bauchlage in der 
Ganzkörper-Maus-Spule mit Hilfe einer sogenannten flash3d-vibe-Sequenz („volumetric 
Abb. 6  Milzinjektion   Subkapsuläre Injektion von 50.000 CT-26-
Zellen in die Milz. 





interpolated breathhold examination“) untersucht. Hierbei handelt es sich um eine T1-
gewichtete, dreidimensionale Gradienten-Echo-Sequenz, die eine hohe Ortsauflösung bei 
gleichzeitig kurzer Untersuchungsdauer ermöglicht. Bilder wurden sowohl in der 
transversalen als auch in der koronaren Ebene generiert (transversale und koronare Ebene:  
TR: ca. 10 ms; TE: 1,46 ms; FA: 12°; FoV: 50 mm × 50 mm; Matrix: 256 × 256; 48 Schichten 
mit 0,3 mm Schichtdicke; Aquisitionszeit: ca. 2:45 min pro Ebene). Hierauf folgend wurden 
ebenfalls noch T2-gewichtete Bilder in der transversalen Ebene (TR: 1250 ms; TE: 41,0 ms; 
FA: 180°; FoV: 45 mm × 45 mm; FoV Phase: 100%; Matrix: 240 × 320; 24 Schichten mit 0,7 
mm Schichtdicke; Mittelungen: 1; keine Q-Fettsättigung; Aquisitionszeit: ca. 15 min), wie 
bereits oben beschrieben, erzeugt. 
 
 
2.6.3  Versuchsablauf im Lebermetastasenmodell 
Ein Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der Kupffer-Zellen auf die Entwicklung von 
Lebermetastasen beim Kolonkarzinom in der Maus zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurde 
in einem zweiten Tierversuch das oben beschriebene Lebermetastasenmodell verwendet 
und in diesem die Kupffer-Zellen selektiv durch Gabe von Clodronat-Liposomen depletiert. 
Weil auch bei diesem Experiment zu erwarten war, dass ein Teil der Versuchstiere an 
Infektionen aufgrund der Makrophagendepletion verenden würde, bestand die 
Depletionsgruppe aus 15 Tieren. Aus Gründen, die bereits in Kapitel 2.3 geschildert wurden, 
waren in diesem Lebermetastasenmodell zwei Kontrollgruppen gewählt worden, die 
entweder PBS-Liposomen (8 Tiere) oder NaCl (7 Tiere) intraperitoneal injiziert bekamen.  
Damit die Kupffer-Zellen zum Zeitpunkt der Tumorzellinjektion bereits vollständig depletiert 
waren, wurden die Clodronat-Liposomen, PBS-Liposomen bzw. NaCl in den jeweiligen 
Abb. 7 Versuchsablauf im Lebermetastasenmodell   Übersicht über die zeitliche Abfolge von 
Tumorzellinjektion in die Milz, Kupffer-Zelldepletion und MRT der Leber. Zum Zeitpunkt der 
Depletion erhielten die Tiere in den Kontrollgruppen PBS-Liposomen bzw. NaCl. 





Tiergruppen bereits zwei Tage vorher verabreicht. Um das neuerliche Einwandern von 
Makrophagen zu verhindern, wurde die Depletion zweimal, nach jeweils fünf Tagen, mit der 
halben Dosis wiederholt. 14 Tage nach der Tumorzellinjektion in die Milz wurden die Mäuse 
dann zunächst im MRT nach oben beschriebenem Protokoll untersucht und im Anschluss 
daran exploriert (Abb. 7). 
Die Auswertung der Metastasenanzahl im einzelnen Tier erfolgte mit Hilfe von MIPAV. Weil 
die Lebermetastasen im MRT erst ab einer Größe von 1-2mm erkennbar waren, wurde zur 
Bestimmung der Gesamtmetastasenzahl in der Leber das folgende Verfahren gewählt: Die 
bei der Exploration an der Leberoberfläche makroskopisch sichtbaren Metastasen wurden zu 
den im MRT ermittelten Metastasen, die nicht die Leberkapsel erreichten, addiert.  
Bei der Exploration der Tiere wurde, wie beim orthotopen Kolonkarzinom beschrieben, 
vorgegangen. Die Tiere wurden nach ausreichender Narkose durch zervikale Dislokation 
getötet, die Peritonealhöhle eröffnet und die Leber entnommen. Die auf der 
Leberoberfläche sichtbaren Metastasen wurden gezählt und abschließend das Organ mittels 
Feinwaage gewogen. Auch hier wurden sämtliche Befunde fotografisch dokumentiert und 
die Organe in Paraffin eingebettet. 
 
   
2.7  HE-Färbung 
Zur histologischen Untersuchung wurden aus den hierfür gefrorenen Paraffinblöcken 
mithilfe des Mikrotoms (Leica, Wetzlar, Deutschland) 4µm dicke, repräsentative Schnitte 
angefertigt, im Wasserbad (HI 1210, Leica, Wetzlar, Deutschland) bei 37°C gestreckt, auf 
Objektträger (Thermo Scientific, Braunschweig, Deutschland) gezogen und über Nacht 
getrocknet. 
Die HE-Färbung ist eine gebräuchliche Übersichtsfärbung. Der Farbstoff Hämatoxylin ist ein 
positiv geladener Farbstoff, der negativ geladene (basophile) Strukturen, wie z.B. die DNA 
des Zellkerns, blau färbt. Eosin ist hingegen ein negativ geladener Farbstoff, der zur 
Gegenfärbung dient und positiv-geladene, azidophile Strukturen, rötlich anfärbt. Bevor die 
histologischen Schnitte gefärbt wurden, wurden sie zunächst für 20min in Xylol (J. T. Baker, 
Deventer, Niederlande) sowie danach in einer absteigenden Alkoholreihe für jeweils eine 
Minute in 100%, 95% und 70% Ethanol (Roth, Karlsruhe, Deutschland) entparaffiniert und im 





Anschluss für 5min in PBS rehydriert. Zur Färbung wurden die Schnitte dann 30-60 Sekunden 
in Hämatoxylin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) gelagert und anschließend für 2-
3min unter fließendem Wasser gespült. Im nächsten Schritt erfolgte die Gegenfärbung mit 
Eosin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) für etwa 30 Sekunden, welches zuvor mit 
Aqua dest. 1:10 verdünnt worden war. Im Folgenden durchliefen die Schnitte noch eine 
aufsteigende Alkoholreihe mit 95% und 100% Ethanol für jeweils 30 Sekunden, bevor sie 
abschließend 2-3min in einem Xylol-Bad gelagert wurden. Nachdem die Schnitte getrocknet 
waren, wurden sie mittels eines Tropfens Vectamount (Vector Laboratories, Burlingame, CA, 
USA) sowie Deckgläschen (24x24mm, Marienfeld, Lauda-Königshofen, Deutschland) 
eingedeckelt. 
Zur Auswertung der Tumormorphologie sowie der Lokalisation und Größe der 
Lebermetastasen wurden die Schnitte nun mit Hilfe eines Lichtmikroskops (BZ-9000, 
Keyence Corporation, Osaka, Japan) begutachtet. Im Lebermetastasenmodell wurde die 
Metastasenlokalisation in Bezug zur Leberoberfläche ausgewertet, indem der Abstand von 
der Leberoberfläche zum Zentrum der Metastasen mittels der Auswertungssoftware von 
Keyence ausgemessen wurde. 
 
 
2.8  Immunhistochemie 
Die Immunhistochemie ist ein Verfahren, bei dem ein verwendeter primärer Antikörper an 
ein bestimmtes gesuchtes Zielepitop im Gewebe bindet und ein sekundärer Antikörper, an 
den ein Enzym gekoppelt ist, wiederum an den primären Antikörper bindet. Durch die nun 
folgende Zugabe eines bestimmten Substrates, das von dem gekoppelten Enzym umgesetzt 
wird, kommt es zu einer lokalen Anfärbung des Gewebes (indirekte Methode).  
 
 
2.8.1  F4/80-Färbung 
Zur Bestimmung der Makrophagendichte in den orthotopen Kolonkarzinomen bzw. der 
Kupffer-Zelldichte in der Leber wurde eine F4/80-Immunhistochemie angefertigt. F4/80 ist 
ein Membranprotein auf der Oberfläche von Makrophagen und Monozyten und eignet sich 
zur spezifischen Anfärbung derselben. 





Das Einbetten in Paraffin sowie das Anfertigen der Schnitte wurde, wie bereits oben 
beschrieben, durchgeführt. Die Färbung begann auch hier mit der Entparaffinierung, 
allerdings hier zunächst nur für 10min in Xylol. Hieran schlossen sich weitere Bäder für 5min 
in Methanol, 10min in Xylol, 5min in Methanol und abermals 10min in Xylol an. Im Anschluss 
daran durchliefen die Schnitte eine absteigende Alkoholreihe für jeweils 10min in 100%, 
95%, sowie 70% Ethanol. Hierauf folgte die Rehydrierung für 5min im PBS-Bad, sowie die 
Antigen-Demaskierung, die mit der DAKO Retrieval Solution (DAKO Target Retrieval Solution 
S1700, DAKO Deutschland, Hamburg) bei 100°C und einem pH von 6,0 für 45min in einem 
Dampfdrucktopf durchgeführt wurde. Im Anschluss daran wurden die Schnitte im 
Wasserbad für 15min abgekühlt und mit einem Fettstift auf den Objektträgern umrandet. 
Um die Schnitte vor dem Austrocknen zu schützen, wurden alle weiteren Schritte in einer 
feuchten Kammer durchgeführt, beginnend mit zweimaligem Waschen in PBS für jeweils 
5min. Die endogene Peroxidase-Aktivität wurde nun mittels 3%igem, in Aqua dest. 
verdünntem H2O2, für 20min blockiert. Im Anschluss daran wurden die Schnitte dreimal für 
5min in PBS gewaschen und für eine Stunde mit 1:10 mit PBS verdünntem Aureon-BSA 
(Aurion-BSA-c™, Aurion, Binnenhaven, Niederlande) versetzt. Im Anschluss daran erfolgte 
die Inkubation mit dem 1:50 verdünnten primären Ratte-anti-Maus F4/80-Antikörper (MCA 
497R, Serotec, Raleigh, NC, USA) in 10% Aurion-BSA über Nacht bei 4°C. Am nächsten Tag 
folgten nun wiederum bei Raumtemperatur zunächst drei Waschschritte für jeweils 5min in 
PBS und anschließend die Inkubation der Schnitte für eine Stunde mit dem sekundären, mit 
Peroxidase konjugiertem, Ziege-anti-Ratte IgG-Antikörper (Peroxidase-conjugated AffiniPure 
Goat Anti-Rat IgG, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA), 
welcher 1:200 in 10% Aurion-BSA verdünnt wurde. Hierauf folgten drei weitere fünfminütige 
Waschschritte in PBS sowie die Aufbringung des Substrates 3,30‘-Diaminobenzidin durch den 
Peroxidase-Substrate DAB-Kit (SK4100, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) für 25min. 
Abschließend wurden die Schnitte ein weiteres Mal für 5min mit PBS versetzt, dann für 20-
30 Sekunden in Hämatoxylin gefärbt und anschließend unter fließendem Wasser für 2-3min 
gewaschen. Hierauf folgte eine aufsteigende Alkoholreihe mit jeweils einminütigem Bad in 
70%, 95% und 100% Ethanol, sowie eine weitere Minute in Xylol. Nachdem die 
histologischen Schnitte nun getrocknet waren, erfolgte die Eindeckelung wie bereits oben 
beschrieben.  





Leberschnitte wurden jeweils als Positivkontrollen verwendet. Negativ-Kontrollen wurden 
durch Weglassen des Primärantikörpers angefertigt. 
Die Auswertung der F4/80-Immunhistochemie der orthotopen Kolonkarzinome erfolgte 
zunächst durch Aufnahme von zehn Bildern aus dem Tumor bei 200x Vergrößerung an 
zufällig gewählten Punkten auf dem Gewebeschnitt. Mit Hilfe der Auswertungssoftware 
ImageJ (Rasband, W.S., ImageJ, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) wurde 
nun die Makrophagendichte durch Bestimmung der prozentual positiv-gefärbten Fläche 
ermittelt. Hierbei wurden alle Schnitte unter den gleichen Einstellungen ausgewertet und 
anschließend ein Mittelwert aus den zehn ausgewerteten Bildern einer jeden Maus gebildet. 
Die Bestimmung der Kupffer-Zelldichte im Leberparenchym wurde analog durchgeführt 
(Abb. 8).  
 
 
Abb. 8  Auswertung der Makrophagendichte mittels ImageJ  Berechnung der Makrophagen- 
dichte anhand der prozentual braun gefärbten Fläche, hier beispielhaft anhand eines 
Ausschnittes aus dem Leberparenchym. 





2.8.2  CD31-Färbung 
Zur Beurteilung der Gefäßdichte in den orthotopen Kolonkarzinomen wurde eine CD31- 
Immunhistochemie durchgeführt. CD31 ist ein membranständiges Glykoprotein, das als 
Adhäsionsmolekül in hoher Dichte auf der Oberfläche von Endothelzellen exprimiert wird. 
Die Anfertigung der Schnitte erfolgte wie bereits oben beschrieben. Die Entparaffinierung 
wurde, anders als bei der F4/80-Färbung, zunächst für 20min in Xylol und anschließend für 
jeweils 10min in 100%, 95%, sowie 70% Ethanol durchgeführt. Hierauf folgte die 
Rehydrierung für 5min im PBS-Bad. Die Antigen-Demaskierung wurde in diesem Fall nur für 
10min bei 100°C mit der DAKO Retrieval Solution in einem Dampfdrucktopf ausgeführt. 
Ansonsten wurden die ersten Schritte analog zur oben beschriebenen F4/80-Färbung 
absolviert. Als Primärantikörper wurde ein Kaninchen-anti-Maus PECAM-1-Antikörper (sc-
1506, Santa Cruz Biotechnologies Inc., Santa Cruz, CA, USA) in einer Konzentration von 1:100 
in 10% Aurion-BSA für 2h aufgebracht. Nach dreimaligem Waschen für jeweils 5min in PBS 
wurde als Sekundärantikörper 1:200 verdünntes Peroxidase-konjugiertes Ziege-anti-
Kaninchen IgG (NA934V, GE Healthcare UK Limited, Little Chalfont Buckinghamshire, UK) in 
10% Aurion-BSA verwendet. Die abschließenden Schritte einschließlich der 
Substratanwendung wurden, wie oben beschrieben, durchgeführt. 
Die Gefäßdichte in den orthotopen Tumoren wurde ermittelt, indem auf zehn zufällig 
ausgewählten Bildern pro Tumor bei 200x Vergrößerung die Anzahl der Gefäße pro 
Gesichtsfeld bestimmt und anschließend ein Mittelwert für jedes Tier gebildet wurde. 
 
 
2.9  Weitere Untersuchungen zur Verbesserung der Bildgebung des Darmes der Maus im 
MRT 
Die vollständige Darstellung des Dickdarmes der Maus war bisher nur mit nicht 
befriedigenden Ergebnissen möglich. Ein zusätzliches Ziel im Rahmen dieser Arbeit war es 
daher, eine Methode zu entwickeln, mit deren Hilfe die MRT-Bildgebung des Dickdarmes der 
Maus verbessert werden konnte. Durch Modifikationen bei der Darmvorbereitung der Tiere 
und der Kontrastierung der Dickdärme, konnten zwei neue Methoden zur MRT-Darstellung 
des Kolons der Maus entwickelt werden, die dann standardmäßig eingesetzt wurden. Die 





Vorbereitung der Tiere, die Darmkontrastierung und die MRT-Untersuchungseinstellungen 
werden nachfolgend beschrieben.  
 
2.9.1  MRT-Bildgebung mit Kontrastierung des Darmlumens 
In der zunächst entwickelten ersten Methode zur verbesserten Kolon-Bildgebung wurde das 
Darmlumen durch die transrektale Applikation von Kontrastmittel dargestellt. Um zum 
Untersuchungszeitpunkt einen sauberen, entleerten Darm zu erhalten, wurde den Tieren 
18h vor Beginn der Messungen im MRT das Trockenfutter entzogen und das Trinkwasser 
durch eine Mischung, bestehend zu 2/5 aus dem osmotischen Abführmittel Sorbitol (Sorbitol 
– Trinklösung 40%, Universitätsapotheke Greifswald) und 3/5 aus angesäuertem 
Leitungswasser ersetzt. Zur Untersuchungsvorbereitung wurden die Mäuse durch eine 
Isofluran (1% - 1,5%)-Gasnarkose, wie bereits oben beschrieben, anästhesiert. Die Atmung 
der Tiere wurde während der Vorbereitung und der eigentlichen MRT-Untersuchung 
permanent überwacht und die Narkosetiefe über die Atemfrequenz gesteuert. Sobald die 
Tiere ausreichend tief narkotisiert waren, wurden sie in Bauchlage auf dem MRT-Schlitten 
platziert und die Isofluran-Narkose über ein Veterinärnarkosesystem unter gleichzeitiger 
Zugabe von Sauerstoff (1l/min) aufrechterhalten. Ein noch ungeblockter Angiographie-
Katheter (PowerFlex® P3 PTA Dilation Catheter C-1725, 5,0mm x 2cm, 135cm, Johnson & 
Johnson Health Care Systems Inc., Picataway, NJ, USA) wurde nun vorsichtig etwa 1-2cm in 
das Rektum unter Verwendung von Bepanthen®-Augen- und Nasensalbe (Bayer Vital GmbH, 
Leverkusen, Deutschland) vorgeschoben. Der Ballon des Katheters wurde vorsichtig durch 
Insufflation von Luft geblockt, sodass Flüssigkeit nicht retrograd aus dem Rektum 
herausfließen konnte. Im nächsten Schritt wurden etwa 2ml einer auf 37°C angewärmten 
Lösung bestehend aus NaCl sowie 1:200 verdünntem Omniscan™ (Gadodiamid, 0,5mmol/ml, 
GE Healthcare Buchler GmbH&Co. KG, Braunschweig) und 300µl/10ml Butylscopalamin 
(Rotexmedica, Trittau) langsam, unterbrochen von mehreren Pausen, über den Katheter in 
das Rektum injiziert. Abschließend wurde die Maus durch einen Streifen Leukosilk®-
Klebeband (BSN medical, Hannover, Deutschland), quer über den Rücken geklebt, auf dem 
MRT-Schlitten fixiert (Abb. 9). Im Anschluss wurden die Mäuse im 7 Tesla-MRT für Kleintiere 
unter Verwendung einer Ganzkörper-Maus-Spule untersucht (Abb. 9).  
 





Abb. 9  MRT-Aufbau zur Darmuntersuchung  (A) Maus auf dem MRT-Schlitten kurz vor Beginn der 
Untersuchung im 7-Tesla-Kleintier-MRT mit Hilfe der Ganzkörper-Spule (links). (B) Die Isofluran-
Narkose (gelber durchsichtiger Schlauch) wird über die Atemfrequenz (türkiser Schlauch mit 
Atemmonitor verbunden) gesteuert. Mit Kontrastmittel versetzte Kochsalzlösung wird über den 
Angiographiekatheter (schwarz) in den Darm gegeben. (C) Der weißlich-durchsichtige Ballon ist, im 
Rektum liegend, sichtbar. 
Zur Darstellung des Darmes wurde eine hoch auflösende T1-gewichtete Vibe („volumetric 
interpolated breathhold examination“) in der frontalen und auch in der horizontalen Ebene 
durchgeführt (T1 Flash 3D-Vibe: Frontal-Ebene: TR (repetition time): 11,0 ms; TE (echo time): 
1,48 ms; FA (flip angle): 14°; FoV (field of view): 54 mm × 54 mm; FoV Phase: 78,1%; Matrix: 
256 × 256; 52 Schichten mit 0,5 mm Schichtdicke; Mittelungen: 2; Q-Fettsättigung; 
Aquisitionszeit: ca. 3,5 min; Horizontal-Ebene: TR: 10 ms; TE: 1,84 ms; FA: 14°; FoV: 40 mm × 
40 mm; FoV Phase: 100%; Matrix: 256 × 256; 96 Schichten mit 0,5 mm Schichtdicke; 
Mittelungen: 2; Q-Fettsättigung; Aquisitionszeit: ca. 7,5 min). Die 3D-Rekonstruktion der 
MRT-Bilder erfolgte mittels der Software syngo fastView (Siemens, Erlangen). 
Nach der Untersuchung wurden die Tiere zur schnelleren Erholung zunächst in einem 
Einzelkäfig unter eine Rotlicht-Wärmelampe gelegt. Ein Großteil der mit Kontrastmittel und 





Buscopan versetzten Kochsalzlösung floss unmittelbar nach Entfernen des Katheters aus 
dem Rektum bis zum Aufwachen der Mäuse bereits wieder ab. Sobald die Mäuse wieder 
durch den Käfig liefen, wurden sie in ihren ursprünglichen Käfig zurückgesetzt und bekamen 
nun wieder Futter und Wasser ad libitum. 
 
 
2.9.2  MRT-Bildgebung mit Kontrastierung der Darmwand 
In einer darüber hinaus entwickelten zweiten Methode erfolgte die 
Kontrastmittelapplikation intravenös zur Kontrastierung der Darmwand. Hierbei wurde die 
Darmvorbereitung und Anästhesie der Tiere wie oben beschrieben durchgeführt. Sobald die 
Tiere ausreichend narkotisiert waren, erfolgte die intravenöse Applikation von 120µl des 
Kontrastmittels Gadovist® (Gadobutrol, Bayer Vital GmbH, Leverkusen) in einer 
Konzentration von 0,0133mmol/ml. Im Anschluss hieran wurden die Tiere in Bauchlage auf 
dem MRT-Schlitten platziert und die Isofluran-Narkose wie oben beschrieben 
aufrechterhalten. Auch hier wurde den Tieren der Angiographie-Katheter in das Rektum 
eingeführt, jedoch diesmal 2ml NaCl-Lösung lediglich mit 300µl/10ml Butylscopalamin 
versetzt in das Kolon injiziert.  
Nun wurden die Mäuse mittels einer hoch auflösenden T1-gewichteten Flash3d-Vibe-
Sequenz in der frontalen und auch in der horizontalen Ebene untersucht (T1 Flash 3D-Vibe: 
Frontal-Ebene: TR: 10,0 ms; TE: 1,84 ms; FA: 14°; FoV: 40 mm × 40 mm; FoV Phase: 100%; 
Matrix: 256 × 256; 96 Schichten mit 0,5 mm Schichtdicke; Mittelungen: 2; Q-Fettsättigung; 
Aquisitionszeit: ca. 7,5 min; Horizontal-Ebene: TR: 11 ms; TE: 1,84 ms; FA: 14°; FoV: 54 mm × 
42 mm; FoV Phase: 78%; Matrix: 256 × 256; 52 Schichten mit 0,5 mm Schichtdicke; 
Mittelungen: 2; Q-Fettsättigung; Aquisitionszeit: ca. 3,5 min).  
 
 
2.10  Statistik 
Statistische Analysen der in vitro und in vivo Ergebnisse wurden mittels des Programms 
GraphPad Prism Version 5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) durchgeführt. In 
den Fällen, in denen eine ausreichende Gruppengröße und eine statistische 
Normalverteilung vorlag, wurden Gruppen mit Hilfe des Students-t-Tests verglichen. In 





solchen Fällen, in denen keine Gauss’sche Normalverteilung gegeben war, wurde der Mann-
Whitney-Test angewendet. Der Vergleich dreier Gruppen wurde mittels Kruskal-Wallis-Test, 
gefolgt vom Mann-Whitney-Test zum Vergleich zwischen jeweils zwei Gruppen, 
durchgeführt. Die Daten werden als Mittelwert +/- Standardfehler (SEM) angegeben. Für 
Korrelationen wurde der Spearman-Test angewendet. Unterschiede wurden als statistisch 
signifikant angesehen bei Werten von p < 0,05* und p < 0,01**. 
 





3   Ergebnisse 
 
3.1  Zytotoxizitäts-Assay 
Das Inkubieren der CT-26-Kolonkarzinomzellen mit verschiedenen Konzentrationen von 
Clodronat-Liposomen für 24h zeigte wiederholt keinen Effekt auf die Proliferation der 
Tumorzellen, verglichen mit den Zellen, die zur Kontrolle lediglich DMEM-Medium 
ausgesetzt waren. Absorptions-Messungen zeigten Mittelwerte von 4355 +/- 202,7 (DMEM), 
4381 +/- 252,4 (DMEM + 1:100 Clodronat-Liposomen) und 4344 +/- 178,5 (DMEM + 1:200 



















































3.2  Orthotopes Kolonkarzinommodell 
Zum Zeitpunkt der Beendigung des Versuches, 14 Tage nach der Tumorzellinjektion in das 
Caecum der Tiere, lebten in der Makrophagen-depletierten Gruppe noch 7 von 20 Tieren, 
von denen 6 ein Kolonkarzinom ausgebildet hatten. In der Kontrollgruppe, die lediglich NaCl 
erhalten hatte, lebten noch alle 10 Mäuse, wobei 6 hiervon Kolonkarzinome aufwiesen. Die  
 
Abb.  10  Zytotoxizitätsassay  
Inkubation     von     2.500    CT-26-
Zellen/Loch  über  24h mit  reinem 
DMEM bzw.  1:100 und  1:200 mit 
Clodronat-Liposomen versetztem 
DMEM und anschließende 
Bestimmung der Zellvitalität 
(Exzitation 545nm, Emission 
590nm, p=0,9976). 







Auswertung des Tumorvolumens anhand der MRT-Bilder mittels MIPAV ergab, dass die 
Mäuse in der Gruppe, die mit Clodronat-Liposomen (n = 6) behandelt worden war, 
signifikant kleinere Tumoren aufwiesen mit einem mittleren Tumorvolumen von 37mm3 +/- 
20mm3, im Vergleich zu den Tieren, die NaCl (n = 6) erhalten hatten, mit einem mittleren 
Tumorvolumen von 683mm3 +/- 389mm3 (p = 0,0072; Abb. 11).  
Das Ergebnis konnte noch einmal bestätigt werden, als die Tiere im Anschluss an das MRT 
exploriert und die Tumoren mittels Feinwaage gewogen wurden. Tumoren in der 
Makrophagen-depletierten Gruppe waren signifikant leichter mit einem Mittelwert von 
0,084g +/- 0,027g, verglichen mit dem Tumorgewicht  in  der  Kontrollgruppe  mit  einem 
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Abb. 11  Tumorvolumetrie  mittels  
MRT      Transversale, T2-gewichtete 
MRT-Bilder die mittels 7-Tesla 
Kleintier-MRT aufgenommen 
wurden. Repräsentative Tumoren 
aus der Makrophagen-depletierten 
Gruppe (A, grün umrandet, * = 
Tumor, x = Caecum), sowie aus der 
Kontrollgruppe (B, rot umrandet). 
Auswertung der im MRT 
gemessenen Tumorvolumina 14 
Tage nach der Tumorzellinjektion (C, 
p=0,0072). 
 





Mittelwert von 1,633g +/- 0,672g (p = 0,005; Abb. 12). Es fiel auf, dass keine Maus in der 
Makrophagen-depletierten Gruppe (n = 6) Lebermetastasen oder eine Peritonealkarzinose 
aufwies. In der Kontrollgruppe hingegen zeigten 4 von 6 Mäusen Lebermetastasen 
(Spannweite 2 bis 5 Metastasen pro Maus) und 5 von 6 Tieren wiesen eine ausgeprägte 
Peritonealkarzinose auf (Abb. 13, Tab. 1).  
 
 Clodronat-Liposomen NaCl 
Anzahl der Tiere 6 6 
Tumorvolumen 37mm3 +/- 20mm3 683mm3 +/- 389mm3 
Tumorgewicht 0,084g +/- 0,027g 1,633g +/- 0,672g 
Tiere mit Peritonealkarzinose 0/6 5/6 
Tiere mit Lebermetastasen 0/6 4/6 
Tab. 1  Übersicht Kolonkarzinom-Versuch 
Abb.  12  Tumorgewicht    Repräsentative Tumoren aus der 
Makrophagen-depletierten Gruppe (A) und aus der 
Kontrollgruppe (B). Gewicht der Primärtumoren (C, p=0,005). 






Abb.  13  Exploration im orthotopen Kolonkarzinommodell  Kein Tier in der Makrophagen-
depletierten Gruppe wies eine Peritonealkarzinose (A, x = Caecum, * = Kolonkarzinom), bzw. 
Lebermetastasen (B) auf. In der Kontrollgruppe hingegen zeigten 5 von 6 Tieren eine ausgeprägte 
Peritonealkarzinose (C, y = Bauchdeckenmetastasen) und 4 von 6 Tieren Lebermetastasen (D, 
Pfeilspitzen zeigen auf zwei Metastasen). (E) Das gleiche Tier wie in C, hier in T2-gewichteter 
Sequenz. Es zeigte sich das Tumorkonglomerat (*) um das Caecum (x), sowie die Tumorknoten 
entlang der Bauchwand (Pfeil). 
 
 
Die Untersuchung der Tumormorphologie mittels HE-Färbung ergab keine wesentlichen 
Unterschiede zwischen der Gruppe, die Clodronat-Liposomen erhalten hatte und der 
Kontrollgruppe. Histologisch zeigten die Tumoren in beiden Gruppen eine geringe 
Differenzierung (Abb. 14). 
Die Auswertung der F4/80- Immunhistochemie der Tumoren zeigte eine signifikant geringere 
Makrophagendichte innerhalb der Tumoren der Makrophagen-depletierten Gruppe mit 






Abb. 14  HE-Färbung  Repräsentative Ausschnitte zweier Tumoren aus der Makrophagen-
depletierten Gruppe (A) und der Kontrollgruppe (B, * = Tumor, x = Lamina muscularis mucosae, y = 
Darmlumen). 






Abb. 15  F4/80-Immunhistochemie  Immunhistochemische Anfärbung der 
Makrophagen mittels F4/80-Färbung. Repräsentative Ausschnitte zweier Tumoren aus 
der Makrophagen-depletierten Gruppe (A) und der Kontrollgruppe (B). 
 





einem Mittelwert von 6,2% +/- 2,0% im Vergleich zu den Tumoren aus der Kontrollgruppe 
mit einem Mittelwert von 18,7% +/- 4,3% (p = 0,026; Abb. 15 und 16). In der Kontrollgruppe 
waren Makrophagen über die gesamten Tumorschnitte verteilt mit besonders hohen 
Dichten in Nekrosezonen und entlang der Invasionsfront. In der Makrophagen-depletierten 
Gruppe zeigte sich eine deutlich geringere Makrophagenzahl mit kleineren Ansammlungen 
ebenfalls in nekrotischen Arealen und entlang der Invasionsfront (Abb. 17). Nekrosezonen 
waren hier jedoch tendenziell seltener und kleiner im Vergleich zur Kontrollgruppe.  
Die Auswertung der CD-31-Immunhistochemie ergab eine signifikant geringere Gefäßdichte 
in der Makrophagen-depletierten Gruppe mit einem Mittelwert von 1,6 +/- 0,5 Gefäßen pro 
Gesichtsfeld, während Tumoren in der Kontrollgruppe im Mittel 8,8 +/- 1,6 Gefäße pro 
Gesichtsfeld besaßen (p = 0,0043, Abb. 18 und 19). 
 
Abb. 16  Makrophagendichte  
Auswertung der 
Makrophagendichte in den 
Primärtumoren mittels F4/80-
Immunhistochemie (p=0,026).  






Abb. 17 Makrophagenverteilung in den Tumoren  Übersicht über die Verteilung von Makrophagen 
in einem Tumor aus der Makrophagen-depletierten Gruppe mit Ansammlungen entlang der 
Invasionsfront (A, C). Darunter ein Tumor aus der Kontrollgruppe mit hohen Makrophagendichten 
in Nekrosezonen (B) und wiederum entlang der Invasionsfront (D, * = Tumor, x = Kolonepithel, y = 
Darmlumen, o = Nekrosezone, Färbung mittels F4/80-Immunhistochemie). 










Abb. 18  CD-31-Immunhistochemie   Darstellung der Gefäße mittels immunhisto-
chemischer CD-31-Färbung. Repräsentative Ausschnitte zweier Tumoren aus der 
Makrophagen-depletierten Gruppe mit geringer (A) und aus der Kontrollgruppe mit 
hoher Gefäßdichte (B, Pfeile zeigen beispielhaft auf zwei Gefäße). 









3.3  Lebermetastasenmodell 
Im Lebermetastasenmodell lebten bei Beendigung des Versuches noch 6 von 15 Tieren in 
der Gruppe, die Clodronat-Liposomen erhalten hatte und 8 von 8 (PBS-Liposomen) bzw. 7 
von 7 (NaCl) Tieren in den beiden Kontrollgruppen. Die Mäuse in der Kupffer-Zell-
depletierten (Clodronat-) Gruppe wiesen mit 14,3 +/- 7,7 signifikant weniger Metastasen auf 
als die Tiere in den beiden Kontrollgruppen mit 118,5 +/- 28,2 Metastasen in der PBS-
Liposomen-Gruppe und 81,7 +/- 23,2 in der NaCl-Gruppe (Kruskal-Wallis Test: p = 0,015, 
Mann-Whitney: p = 0,0117 (Clodronat- − PBS-Liposomen), p = 0,0266 (Clodronat-Liposomen 
– NaCl)). Der Vergleich der beiden Kontrollgruppen ergab keinen statistisch signifikanten 
Unterschied (p = 0,3969; Abb. 20 bis 23).  
Unterschiede in der Tumorlast konnten ebenfalls wiedergespiegelt werden, indem die 
Lebern mittels Feinwaage gewogen wurden. Lebern in der Kupffer-Zell-depletierten Gruppe 
waren signifikant leichter mit einem Mittelwert von 0,9169g +/- 0,1012g, verglichen mit den 
beiden Kontrollgruppen mit Mittelwerten von 1,415g +/- 0,086g in der PBS-Liposomen-
Abb. 19  Gefäßdichte  
Auswertung der 











Gruppe und 1,270 +/- 0,0443 in der NaCl-Gruppe (Kruskal-Wallis Test: p = 0,0229, Mann- 
Whitney: p = 0,0127 (Clodronat- − PBS-Liposomen), p = 0,035 (Clodronat-Liposomen – NaCl), 
p = 0,3969 (PBS-Liposomen – NaCl), Abb. 20). Metastasen auf der Leberoberfläche zeigten 
sich als solitäre, noduläre Tumoren. 
 
 
Abb. 20  Lebermetastasenanzahl und Lebergewicht    Auswertung der Lebermetastasenanzahl in 
den drei Gruppen (A, p=0,015) und Bestimmung des Lebergewichtes (B, p=0,0229). 















Abb. 21  Bestimmung der Lebermetastasenanzahl mittels Exploration    (A) Leber einer Maus aus 
der Makrophagen-depletierten Gruppe ohne äußerlich sichtbare Metastasen bei der Exploration 
(o = Gallenblase). (B) Leber einer Maus aus der Kontrollgruppe mit multiplen oberflächlich 
sichtbaren Metastasen. 
Abb. 22  Bestimmung der Lebermetastasenanzahl mittels T2-gewichteter MRT-Sequenzen  
(A) MRT einer Maus aus der Makrophagen-depletierten Gruppe ohne äußerlich sichtbare 
Metastasen (siehe Abb. 21A), jedoch im MRT darstellbarer Lebermetastase in direkter 
Nachbarschaft zur Gallenblase. (B) Leber einer Maus aus der Kontrollgruppe mit multiplen 
Lebermetastasen, teils mit, teils ohne Kontakt zur Leberoberfläche (Pfeil = Metastase mit Kontakt 
zur Leberoberfläche, Pfeilspitzen = Metastasen ohne Kontakt zur Leberoberfläche, o = 
Gallenbase, x = Vena Cava). 
















Abb. 23  Bestimmung der Lebermetastasenanzahl mittels MRT unter Verwendung einer T1-
Vibe-Sequent mit Primovist® als Kontrastmittel    (A, B) MRT einer Maus aus der Makrophagen-
depletierten Gruppe ohne äußerlich sichtbare Metastasen (siehe Abb. 21A und 22A), jedoch im 
MRT darstellbarer Lebermetastase in direkter Nachbarschaft zur Gallenblase unter Verwendung 
von Kontrastmittel. (C, D) Leber einer Maus aus der Kontrollgruppe mit multiplen 
Lebermetastasen, teils mit, teils ohne Kontakt zur Leberoberfläche (siehe auch Abb. 22B).  
Exemplarisch sind hier nur einige der sichtbaren Metastasen markiert (Pfeile = Metastasen mit 
Kontakt zur Leberoberfläche, Pfeilspitzen = Metastasen ohne Kontakt zur Leberoberfläche, o = 
Gallenbase, x = Vena Cava). 









Abb. 24  HE-Färbung  Repräsentative Ausschnitte zweier Lebermetastasen aus der Kupffer-Zell-
depletierten Gruppe (A) und der Kontrollgruppe (B, * = Metastase, x = Leberparenchym). 
 






Abb. 25  F4/80-Immunhistochemie  Anfärbung der Kupffer-Zellen in der Leber mittels F4/80-
Immunhistochmie. Beispielhafte Ausschnitte aus dem Leberparenchym der Tiere, die mit 
Clodronat-Liposomen (A) bzw. PBS-Liposomen (B) behandelt wurden. Der Pfeil weist 
beispielhaft auf eine Kupffer-Zelle. 





Die Untersuchung der Metastasenmorphologie mittels HE-Färbung ergab keine erkennbaren 
Unterschiede zwischen der Kupffer-Zell-depletierten Gruppe und den beiden 
Kontrollgruppen (Abb. 24).  
In der F4/80-Immunhistochemie ergab sich eine signifikant geringere Kupffer-Zelldichte in 
der Gruppe, die Clodronat-Liposomen erhalten hatte mit einem Mittelwert von 0,21% +/- 
0,19%, wohingegen die beiden Kontrollgruppen mit 4,22% +/- 0,38% (PBS-Liposomen) und 
2,80% +/- 0,41% (NaCl) deutlich höhere Werte aufwiesen (Kruskal-Wallis Test: p = 0,0097, 
Mann-Whitney-Test: p = 0,0286 (Clodronat- − PBS-Liposomen), p = 0,0286 (Clodronat-
Liposomen – NaCl). Unterschiede zwischen den beiden Kontrollgruppen waren nicht 
signifikant (p= 0,0571; Abb. 25 und 26). 
Im Lebermetastasenmodell ergab sich eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der 
Kupffer-Zelldichte und der Anzahl der Lebermetastasen (p = 0,0221, rs = 0,6044). Eine 
niedrige Kupffer-Zelldichte war verbunden mit einer niedrigen Lebermetastasenanzahl, eine 
hohe Dichte ging mit einer erhöhten Metastasenzahl einher (Abb. 27).  
 
Abb. 26 Kupffer-Zelldichte in 













Korrelation Kupffer-Zelldichte - Metastasen























Die Auswertung der Makrophagendichte innerhalb der Lebermetastasen ergab keine 
statistische Signifikanz zwischen den drei Gruppen (Kruskal-Wallis-Test: p = 0,2034) und auch 
die Untersuchung der durchschnittlichen Größe der Metastasen zeigte keinen statistisch 
signifikanten Unterschied zwischen den drei Gruppen mit Durchmessern zwischen 51µm und 
4270µm (Kruskal-Wallis-Test: p = 0,1557). Jedoch konnte eine inverse Korrelation zwischen 
der Makrophagendichte innerhalb der Lebermetastasen und dem Durchmesser der 
Metastasen in der Clodronat- und der PBS-Liposomen-Gruppe nachgewiesen werden 
(Spearman-Test: p = 0,0341 (Clodronat-Liposomen), p < 0,0001 (PBS-Liposomen)). Kleine 
Metastasen zeigten eher eine dichte Makrophageninfiltration, während sie mit 
zunehmender Metastasengröße abnahm. Die gleiche Tendenz konnte bei Metastasen in der 
NaCl-Gruppe festgestellt werden, wobei die Ergebnisse hier keine Signifikanz erreichten (p = 
0,1; Abb. 28). 
Die Lokalisation der Metastasen in Bezug auf die Leberoberfläche folgte einer exponentiellen 
Kurve in allen drei Gruppen. Der Großteil der Metastasen befand sich direkt an oder unter 
der Glisson’schen Kapsel, während die Metastasenzahl mit zunehmender Entfernung zur 
Leberoberfläche stetig abnahm. Insgesamt befanden sich 55% (Clodronat-Liposomen), 49% 
(PBS-Liposomen) bzw. 52% (NaCl) der Metastasen in einem Bereich von 0µm bis 250µm 
unter der Glisson-Kapsel (Abb. 29).  
 








in der Leber (p= 
0,0221, rs=0,6044).  
 









Abb. 28 Korrelation Makrophagendichte – 
Metastasengröße    Beispielhaft ausgewählte 
kleine Lebermetastase mit hoher 
Makrophagendichte (A) sowie größere 
Metastase mit niedriger Makrophagendichte 
(B) jeweils aus der Kontrollgruppe, die NaCl 
erhalten hatte. Inverse Korrelation zwischen 
der Makrophagendichte und der 
Metastasengröße für Metastasen aus den 
Gruppen, die mit Clodronat-Liposomen (C, 
p=0,0341), PBS-Liposomen (D, p=0,0001) 
bzw. NaCl (E, p=0,1) behandelt wurden. 


























Abb. 29   Lokalisation  der  Metastasen   Lokalisation der Metastasen in Bezug auf die Oberfläche 
der Leber. 
 





3.4 Untersuchungen zur Verbesserung der MRT-Bildgebung des Darmes in der Maus 
Die abführenden Maßnahmen erzielten in den Tieren zum Untersuchungszeitpunkt einen 
nahezu vollständig entleerten Darm und somit optimale Voraussetzungen zur Bildgebung. Im 
Laufe der Zeit wurden verschiedene Substanzen zur Füllung des Darmes getestet. Die 
Insufflation von Luft führte zu einer verstärkten Peristaltik des Darmes. Die Füllung mit 
Wasser und anschließende Anwendung einer T2-gewichteten MRT-Sequenz brachte 
ebenfalls keine überzeugenden Ergebnisse, da die Peristaltik zwar vermindert, jedoch bei 
einer Messdauer von 12-15 Minuten pro Sequenz, die Bildqualität weiterhin negativ 
beeinflusst wurde. 
Erst die Befüllung des Darmes mit Kochsalzlösung sowie Buscopan mit nachfolgend 
durchgeführter T1-gewichteter, hochauflösender Vibe-Sequenz führte zu einer wesentlichen 
Verbesserung der Darstellung des Kolons im MRT. Durch das Gewicht des Einlaufes als auch 
durch die Verwendung von Buscopan konnte die Darmperistaltik deutlich vermindert 
werden. Zum anderen verringerte die Verwendung der T1-gewichteten flash-3D-Vibe-
Sequenz die Untersuchungszeit erheblich, sodass auch hierdurch eine verringerte 
Anfälligkeit für Bewegungsartefakte durch Peristaltik oder Atmung erzielt werden konnte. 
Die transrektale Applikation von Kontrastmittel führte zu einem kontrastierten Darmlumen, 
wohingegen die Darmwand dunkel erschien (Abb. 30). Durch das Einlegen von Pausen 
während des Einfüllens von Kochsalzlösung in den Darm konnte vermieden werden, dass der 
Darm zu sehr und zu schnell gedehnt wurde. Meist konnten auch weit apikal gelegene 
Dünndarmabschnitte befüllt und somit der Bildgebung zugänglich gemacht werden. 
Stuhlüberreste konnten aufgrund ihrer inhomogenen Struktur mit festen, flüssigen und 
gasförmigen Anteilen gut identifiziert werden. Auch Luftblasen waren aufgrund ihrer 
runden, homogenen Struktur gut von pathologischen Läsionen wie zum Beispiel einer 
Stenose zu unterscheiden. 
Die intravenöse Gabe von Kontrastmittel führte hingegen zu einem dunklen Darmlumen und 
einer nun kontrastierten Darmwand (Abb. 31). Hierbei konnten pathologische 
Veränderungen als auch die Dicke der Darmwand beurteilt werden. Beide Methoden 
erwiesen sich als gut reproduzierbar und es konnte eine hohe Bildqualität erzielt werden.  





Gleichzeitig schienen die Tiere die Untersuchung gut zu verkraften. Durch die Verwendung 
der Vibe-Sequenz anstatt von T2-gewichteten Sequenzen konnte die Messzeit für die 
vollständige Untersuchung einer Maus mit 2-3 Sequenzen auf etwa 12-15 Minuten reduziert  
Abb. 30  MRT-Bildgebung des Darmes durch Kontrastierung des Darmlumens  MRT-Untersuchung 
des Darmes einer gesunden Maus mittels Omniscan-Kontrastmitteleinlauf und hochauflösender 
T1-gewichteter Vibe-Sequenz. Der im Rektum einliegende Angiographie-Katheter zur Applikation 
des Kontrastmitteleinlaufes ist koronar (A) und auch transversal (B) angeschnitten sichtbar (Pfeile). 
Auf den unteren beiden Abbildungen sind zwei repräsentative Beispiele dargestellt, die 
verdeutlichen, welche Bildqualität mit der neuen Methode zur Bildgebung möglich ist (C - koronar, 
D - transversal). Der Darm der Maus ist bis in obere Dünndarmabschnitte einsehbar. 






Abb. 31  MRT-Bildgebung des Darmes durch Kontrastierung der Darmwand  MRT-Untersuchung 
des Darmes einer gesunden Maus mit intravenöser Kontrastmittel-Gabe und T1-gewichteter Vibe-
Sequenz. Der im Rektum einliegende Angiographie-Katheter zur Applikation des mit 
Butylscopalamin versetzten Einlaufes ist erneut koronar (A) und auch transversal (B) angeschnitten 
sichtbar (Pfeile). Auf den rechten Abbildungen sind jeweils wieder zwei repräsentative Beispiele 
dargestellt, die verdeutlichen, welche Bildqualität mit der neuen Methode zur Bildgebung möglich 
ist (C - koronar, D - transversal, Pfeilspitze = kontrastmittelgefüllte Blase, * = Stuhlreste).  





werden. Nach Beendigung der Untersuchung lief ein Großteil der Kochsalzlösung 
unmittelbar nach Ziehen des Katheters aus dem Darm heraus und etwa 30 Minuten nach 
Beendigung der Narkose bewegten sich die Tiere bereits wieder lebhaft durch den Käfig. 
Auch wiederholte Messungen zur longitudinalen Bildgebung des Darmes wurden von den 
Mäusen gut toleriert. Bei über hundert durchgeführten Untersuchungen mit dieser Methode 
haben bisher alle Tiere die Prozedur überlebt.  
Die Auswertung der erzeugten MRT-Bilder mittels MIPAV ermöglichte einen weiteren 
Informationsgewinn beispielsweise durch Ermittlung der Darmwanddicke oder durch 
Volumetrie von pathologischen Veränderungen. Durch Verwendung der Software syngo 
fastView konnte bei der Untersuchungsmethode mit kontrastiertem Darmlumen ein 3D-
Modell des Darmes erstellt werden, welches sich unter anderem bei der Suche nach 




Abb. 32  3D-Rekonstruktion des 
Darmes  Blick von dorsal auf den 
Darm. Die einzelnen Darmschlingen 
sind gut voneinander abgrenzbar. 
Stenosen (siehe Umkreisung) oder 
Wandunregelmäßigkeiten könnten 
mit hoher Wahrscheinlichkeit 
detektiert werden. Der Pfeil weist 
auf die Spitze des im Rektum 
einliegenden Angiographie-
Katheters. Einzelne Stuhlreste zeigen 
sich noch im Darm (exemplarisch 
siehe Pfeilspitze). 





4   Diskussion 
Im ersten Teil dieser Arbeit wurden zwei Modelle, ein orthotopes Kolonkarzinommodell und 
ein Lebermetastasenmodell, verwendet, um den Einfluss von Makrophagen auf die 
Proliferation, die Neoangiogenese und die Formation von Metastasen im Kolonkarzinom der 
Maus zu untersuchen. Die Makrophagendepletion resultierte in einer erheblichen 
Verringerung des Tumorwachstums sowie der Angiogenese und verhinderte die Ausbildung 
einer Peritonealkarzinose und von Lebermetastasen im orthotopen Modell. Im 
Lebermetastasenmodell führte die Kupffer-Zelldepletion zu einer signifikant geringeren 
Anzahl an Lebermetastasen. Diese Ergebnisse unterstützen die Vermutung, dass tumor-
assoziierte Makrophagen eine tumor-unterstützende Rolle im Kolonkarzinom, wie auch in 
anderen malignen Erkrankungen ausüben, und dass Kupffer-Zellen einen entscheidenden 
Promotor bei den ersten Schritten der Lebermetastasierung darstellen könnten. 
 
Eine Vielzahl von Studien hat sowohl im Tierversuch als auch in humanen Präparaten für 
mehrere Tumorentitäten den Einfluss tumor-assoziierter Makrophagen untersucht. In einem 
Großteil dieser Studien konnte gezeigt werden, dass Makrophagen einen wachstums- und 
metastasierungsfördernden Effekt haben, wie zum Beispiel beim Pankreas-, Mamma-, 
Endometrium-, Blasen- und Prostatakarzinom31–35,80. Einige andere Arbeiten hingegen 
sprachen tumor-assoziierten Makrophagen beim Bronchial- und Magenkarzinom einen 
Prognose-verbessernden Effekt zu38,39.  
Bezüglich des Einflusses von Makrophagen auf das Tumorwachstum im Kolonkarzinom 
wurden bisher gegensätzliche Ergebnisse veröffentlicht. Einige Studien beschrieben eine 
Korrelation zwischen einer hohen Makrophageninfiltration entlang der Invasionsfront und 
einer günstigen Prognose in humanen Kolonkarzinompräparaten. Hierbei zeigten Tumoren 
mit einer hohen Makrophagendichte in der Invasionsfront eine bessere Differenzierung, ein 
niedrigeres Tumorstadium, sowie eine geringere Anzahl an Lymphknotenmetastasen, was in 
einem längeren Überleben dieser Patienten resultierte. Allerdings untersuchten diese 
Studien nur die Makrophagendichte in sogenannten Hotspots entlang der Invasionsfront, 
nicht aber im Inneren des Tumors selbst40,41. In den eigenen Versuchen zeigten sich hohe 
Makrophagendichten entlang der Invasionsfront sowohl in der Makrophagen-depletierten 
Gruppe, als auch in der Kontrollgruppe, wohingegen sich die Anzahl der Makrophagen im 





Inneren der Tumoren und insbesondere in den Nekrosezonen unterschied, sodass eine 
alleinige Beurteilung der Makrophagendichte an der Invasionsfront im orthotopen Modell zu 
falschen Rückschlüssen geführt hätte.  
Im Widerspruch zu diesen eben erwähnten Studien beschrieben andere Untersuchungen 
einen gegenteiligen Effekt von tumor-assoziierten Makrophagen auf das Kolonkarzinom. 
Bacman et al.43 konnten zeigen, dass eine dichte Makrophageninfiltration im Tumor selbst 
und im Tumorstroma in einer großen Serie humaner Kolonkarzinompräparate mit einer 
schlechteren Differenzierung und einer höheren Rate an Lymphknotenmetastasen assoziiert 
war. Nichtsdestotrotz zeigten die Patienten mit einer geringeren Makrophagendichte kein 
signifikant längeres Überleben. In einer anderen Studie konnte ebenfalls anhand humaner 
Kolonkarzinompräparate gezeigt werden, dass die Makrophagendichte zwar nicht mit dem 
Tumorstadium korrelierte, jedoch eine hohe Dichte tumor-assoziierter Makrophagen mit 
einer schlechteren Prognose einherging81. In einer weiteren Studie mit humanen Kolon- und 
Rektumkarzinompräparaten konnte beobachtet werden, dass Tumorzellen Makrophagen 
durch eine verstärkte Sekretion von MCP-1 in die Tumoren lockten und die daraus 
resultierenden hohen Makrophagendichten in diesen Präparaten mit fortgeschritteneren 
Tumorstadien korrelierten26. In Untersuchungen an einem Xenograft-Modell, bei dem 
humane Kolonkarzinomzellen in Nacktmäuse implantiert wurden, zeigte sich ebenfalls, dass 
größere Tumoren eine höhere Makrophagendichte aufwiesen als kleinere Tumoren81. 
Aharinejad et al.82 konnten in einem weiteren Kolonkarzinom-Xenograft-Modell beobachten, 
dass die Blockung der Expression des Makrophagen-Lockstoffes CSF-1 durch Gabe von 
Antisense-Oligonukleotiden in Mäusen zu einer geringeren Makrophageninfiltration in den 
Tumoren führte. Die niedrige Makrophagendichte wiederum bewirkte ein verlangsamtes 
Tumorwachstum und längeres Überleben der Tiere. Auch in einem Tiermodell einer 
chemisch induzierten Colitis konnten Bader et al.83 beobachten, dass eine geringere 
Makrophagendichte durch Depletion zu einer signifikant geringeren Entwicklung von 
Tumoren und einer Hemmung des Tumorwachstums in Mäusen führte. Im Einklang mit 
diesen Forschungsergebnissen stellten Makrophagen auch in den eigenen Versuchen im 
orthotopen Kolonkarzinommodell einen wesentlichen Promotor für das Tumorwachstum 
dar, während die Makrophagendepletion zu einem deutlich verlangsamten Wachstum 
führte. 





Verschiedene Einflüsse, die die wachstumsfördernde Wirkung von Makrophagen auf 
Tumorzellen erklären können, werden diskutiert. Es wurde beschrieben, dass Monozyten 
und undifferenzierte Makrophagen durch bestimmte Reize, wie z.B. MCP-1 oder CSF-1 in 
Tumoren gelockt werden und durch weitere, von Tumorzellen sezernierte Zytokine, wie zum 
Beispiel IL-4, IL-10 oder IL-13, zu tumor-assoziierten Makrophagen (M2) differenziert werden 
können19,23,26,82,84. M2-Makrophagen produzieren nun ihrerseits wiederum Stoffe, die das 
Tumorwachstum, die Angiogenese, sowie die Metastasierung fördern und für eine lokale 
Immunsuppression sorgen. Eine Stimulierung von undifferenzierten Makrophagen mit 
Lipopolysacchariden oder Interferon-γ hingegen bewirkte eine Differenzierung zu klassisch 
aktivierten Makrophagen (M1), die im Gegensatz zu tumor-assoziierten Makrophagen das 
Wachstum hemmten, indem sie unter anderem Sauerstoffradikale ausschütteten19,29. 
Speziell für das Kolonkarzinom wurden diese Mechanismen zum Teil auch bereits untersucht 
und beschrieben. Hierbei konnte zum einen gezeigt werden, dass M1-aktivierte 
Makrophagen durch Tumorzellen inhibiert wurden, sodass sie in der Folge die Produktion 
von Sauerstoffradikalen einstellten85. Außerdem wurde beobachtet, dass M1-Makrophagen 
einen proliferationshemmenden Effekt auf Kolonkarzinomzellen ausübten, der bei M2-
Makrophagen nicht beobachtet werden konnte86. In Untersuchungen anhand humaner 
Kolonkarzinompräparate wurde herausgefunden, dass Makrophagen entlang der 
Invasionsfront der Tumoren sowohl zu einer erhöhten Apoptoserate, als auch zur 
Phagozytose der Kolonkarzinomzellen führten87. Dies lässt die Vermutung zu, dass es sich bei 
Makrophagen entlang der Invasionsfront größtenteils um den M1-Phänotyp handeln dürfte, 
was gleichzeitig die oben bereits beschriebene bessere Prognose bei höherer 
Makrophagendichte entlang der Invasionsfront erklären könnte40,41. 
Zum anderen konnte beobachtet werden, dass der Lockstoff MCP-1 mit zunehmendem 
Tumorstadium durch Kolonkarzinomzellen exprimiert wurde und dadurch bedingt die 
Makrophagendichte mit dem Tumorstadium zunahm26. In einer weiteren Studie konnte 
gezeigt werden, dass Kolonkarzinomzellen die Migration von M2-Makrophagen bewirkten 
und darüber hinaus die Zytokine IL-4 und IL-10 sezernierten, die bei der M2-Differenzierung 
von Makrophagen eine wichtige Rolle spielen81,85. Im Gegenzug waren M2-differenzierte 
Makrophagen nun in der Lage, Faktoren wie EGF, FGF und HGF zu produzieren, die das 
Wachstum der Tumorzellen unterstützen88,89. Ergebnisse bezüglich der Differenzierung der 





Makrophagen in den Kolonkarzinomen des eigenen Versuches liegen zum gegenwärtigen 
Zeitpunkt noch nicht vor. 
Dass die Wachstumsinhibition der Tumorzellen direkt durch die Gabe von Clodronat-
Liposomen bewirkt wurde, konnte im durchgeführten Zytotoxizitätsassay und auch bereits 
durch andere wissenschaftlichen Arbeiten ausgeschlossen werden54. 
Bezüglich des Einflusses von Makrophagen auf die Neovaskularisierung konnten 
verschiedene Studien zeigen, dass Makrophagen zum einen in hypovaskularisierte Regionen 
von Tumoren gelockt wurden und zum anderen selbst in der Lage sind, Faktoren wie VEGF, 
PDGF oder bFGF auszuschütten, die die Gefäßneubildung anregten44,90–92. Da Tumoren nur 
bis zu einer bestimmten Größe per Diffusion ernährt werden können, stellt die 
Neoangiogenese eine entscheidende Voraussetzung für das Tumorwachstum dar93. 
Hinsichtlich des Einflusses von Makrophagen auf die Neoangiogenese beschrieben Barbera-
Guillem et al.44, dass tumor-assoziierte Makrophagen im Kolonkarzinom, wie auch in 
anderen Karzinomen, VEGF produzierten und dadurch direkt die Angiogenese förderten. 
Passend zu diesen Ergebnissen wiesen auch in den hier durchgeführten eigenen Versuchen 
die Tumoren aus der Kontrollgruppe eine höhere Gefäßdichte im Vergleich zur 
Makrophagen-depletierten Gruppe auf. In einer Studie anhand eines Peritonealkarzinose-
Modells in der Ratte mit der Zelllinie CC531 zeigten Tiere, deren Makrophagen durch 
Clodronat-Injektionen depletiert worden waren, zwar eine höhere Tumorlast, jedoch war bei 
Tieren in der Kontrollgruppe eine höhere Gefäßdichte und schlechtere Differenzierung zu 
beobachten89.   
 
Die hohe Rate an Tieren mit einer Peritonealkarzinose in der eigenen Kontrollgruppe kann 
zum einen mit den fortgeschritteneren Tumorstadien in dieser Gruppe, zum anderen mit 
der, in anderen Publikationen beschriebenen Fähigkeit tumor-assoziierter Makrophagen zur 
Produktion von verschiedenen, die Basalmembran und Extrazellulärmatrix abbauenden 
Enzymen erklärt werden, die das Herauslösen von Tumorzellen aus dem Tumor und die 
Migration in die Peritonealhöhle ermöglichten94. In Studien konnte gezeigt werden, dass 
Makrophagen die Invasion, Motilität und Migration von Kolonkarzinomzellen steigerten, 
indem sie Matrixmetalloproteinasen und EGF sezernierten88,95. Die hohe Zahl an Tieren in 
der Kontrollgruppe mit Lebermetastasen könnte ebenfalls mit den fortgeschrittenen 





Tumorstadien, der hohen Gefäßdichte und einer möglicherweise erhöhten Tumorinfiltration 
der Gefäße durch eine verstärkte Sekretion von Matrix-abbauenden Enzymen durch 
Makrophagen erklärt werden. Außerdem könnte der im eigenen Lebermetastasenmodell 
nachgewiesene fördernde Effekt von Kupffer-Zellen auf die Metastasierung eine Rolle 
spielen96.  
Der Grund, warum auch in den Tumoren der depletierten Gruppe immer noch eine, wenn 
auch geringe Anzahl an Makrophagen in der Immunhistochemie nachgewiesen werden 
konnte, hängt mit der Verfügbarkeit der Clodronat-Liposomen zusammen. Die 
intraperitoneale Injektion der Liposomen führt zum Absterben nahezu aller, sich frei in der 
Peritonealhöhle befindlichen Makrophagen, sowie darüber hinaus aller Makrophagen in der 
Blutbahn, in die die Liposomen über den Lymphabfluss gelangen. Da Clodronat-Liposomen 
jedoch nicht in der Lage sind, Blutgefäße zu verlassen, konnten sie im Falle der orthotopen 
Tumoren nur das Einwandern neuer Makrophagen bzw. Monozyten aus der Blutbahn oder 
der Peritonealhöhle verhindern. Makrophagen, die sich zum Injektionszeitpunkt jedoch 
bereits in der Darmwand befanden, konnten nicht erreicht werden und dienen als Erklärung 
für die trotz Depletion vorhandenen Makrophagen in den Tumoren77,78,97.  
 
Bezüglich des Einflusses von Kupffer-Zellen auf die Entstehung von Lebermetastasen wurden 
bisher gegensätzliche Ergebnisse veröffentlicht. In dem für diese Arbeit verwendeten 
Lebermetastasenmodell zeigte sich eine signifikant geringere Metastasenanzahl in der 
Kupffer-Zell-depletierten Gruppe.  
Dieser Befund steht im deutlichen Widerspruch zu den von Heuff et al.54 und Bayon et al.55 
publizierten Arbeiten. Diese Veröffentlichungen beschrieben, dass die Makrophagen-
Depletion in ihren Experimenten mit der Kolonkarzinomzelllinie CC531 in Ratten zu einer 
erhöhten Tumorlast in der Leber führte und erklärten diese Beobachtung mit der fehlenden 
zytotoxischen und phagozytierenden Aktivität durch Kupffer-Zellen, die in der ungehemmten 
Ausbildung von Metastasen resultierte. 
Es gibt jedoch andere Arbeiten, die beschrieben, dass Kupffer-Zellen eher die Entstehung 
von Metastasen in der Leber fördern. Kupffer-Zellen befinden sich auf der Innenseite des 
Endothels innerhalb der Lebersinusoide und haben somit direkten Kontakt zu den im Blut 
zirkulierenden Tumorzellen49. Mehrere Studien machten die Beobachtung, dass Kupffer-





Zellen fähig waren den Großteil der passierenden Tumorzellen zu binden und unmittelbar 
durch Sekretion zytotoxischer Substanzen oder per Phagozytose abzutöten49,56. Gleichzeitig 
wurde ein kleinerer Anteil der Tumorzellen zwar gebunden, in der Folge jedoch nicht durch 
die Kupffer-Zellen phagozytiert, sodass diese Tumorzellen einen initialen Schritt zur 
Entstehung von Lebermetastasen darstellen könnten55,56,60.  
Ein weiterer wichtiger Schritt in der Ausbildung von Lebermetastasen könnte ebenfalls durch 
Kupffer-Zellen vermittelt werden. In einer Reihe von Untersuchungen konnte gezeigt 
werden, dass das Glykoprotein CEA (Carcinoembryonales Antigen), welches sowohl von 
Kolonkarzinomzellen sezerniert, als auch auf ihrer Zelloberfläche exprimiert wurde, die 
Sekretion eines bestimmten Zytokin-Profils durch Kupffer-Zellen induzierte. Die sezernierten 
Zytokine wiederum führten zur Expression von E-Selektin und ICAM-1 auf den 
Endothelzellen der zentrolobulären Lebersinusoide und bewirkten hierüber die Adhäsion 
von Tumorzellen am Endothel, von wo die Entstehung von Metastasen ihren Ausgang 
nehmen könnte61–63. Im Tierversuch konnten Khatib et al.98 zeigen, dass die Inhibition der 
Expression von E-Selektin auf Endothelzellen zu einer reduzierten Anzahl an 
Lebermetastasen führte. In einem weiteren Tiermodell konnte gezeigt werden, dass die 
Blockade der für die Adhäsion der Tumorzellen an das Endothel notwendigen CEA-
Glykoproteine durch Gabe löslichen E-Selektins die Anzahl von Metastasen ebenfalls 
signifikant verminderte99.  
Kruskal et al.63 beschrieben, dass die Kupffer-Zell-vermittelte Adhäsion von Tumorzellen an 
das Endothel ein tumorzellspezifischer Mechanismus sei, da in ihren Experimenten CEA-
exprimierende und -sezernierende Tumorzellen die E-Selektin-Expression auf Endothelzellen 
über die Aktivierung von Kupffer-Zellen induzierten, wohingegen nicht-CEA-produzierende 
Kolonkarzinomzellen zu keiner verstärkten Expression von E-Selektin auf dem Endothel und 
somit auch zu keiner erhöhten Tumorzelladhäsion führten. Kan et al.100 untersuchten das 
Adhäsionsverhalten von Tumorzellen der Zelllinie CT-26, die auch in den Experimenten der 
eigenen Arbeit eingesetzt wurde, in den Lebersinusoiden. Sie stellten fest, dass die 
Tumorzellen am häufigsten an Endothelzellen in den zentrolobulären Abschnitten der 
Lebersinusoide adhärierten, also den Bereichen, in denen Kruskal et al.63 auch die 
Hochregulation der E-Selektin-Expression beschrieben hatten.  





Bisher wurde nur in wenigen Studien die Auswirkung der Kupffer-Zell-Depletion auf die 
Lebermetastasierung des Kolonkarzinoms untersucht. In den beiden eingangs erwähnten 
Publikationen wurde den Kupffer-Zellen eine Metastasen-verhindernde Wirkung 
zugeschrieben. Ratten in der Kupffer-Zell-depletierten Gruppe zeigten hier eine signifikant 
höhere Metastasenanzahl in der Leber im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Experimente 
wurden jedoch in beiden Studien mit derselben Zelllinie (CC531) durchgeführt54,55. Da die 
Adhäsion von Tumorzellen und damit die frühen Schritte in der Entstehung von 
Lebermetastasen wie oben beschrieben extrem Tumorzell-spezifisch zu sein scheinen, ist es 
möglicherweise sinnvoll, weitere Untersuchungen mit anderen Zelllinien zu unternehmen, 
um den Einfluss von Kupffer-Zellen auf die Ausbildung von Lebermetastasen weiter zu 
erforschen. 
Bezüglich der Korrelation zwischen der Kupffer-Zelldichte und der Metastasenanzahl in der 
Leber haben andere Studien bereits nachgewiesen, dass die Anzahl der Kupffer-Zellen mit 
zunehmender Tumorlast in der Leber zunahm56,100. Da in den für diese Arbeit 
durchgeführten Versuchen die Kupffer-Zelldichte erst zwei Wochen nach der Injektion der 
Tumorzellen in die Milz bestimmt wurde, kann nicht geschlussfolgert werden, ob die 
Metastasenanzahl direkt mit der Kupffer-Zelldichte, oder umgekehrt eher die Kupffer-
Zelldichte mit der Metastasenanzahl korreliert.  
Dass sich die Metastasen zwischen den einzelnen Gruppen nicht signifikant in ihrer Größe 
unterscheiden kann damit zusammenhängen, dass sich auch hinsichtlich der 
Makrophagendichte innerhalb der Lebermetastasen keine signifikanten Differenzen 
zwischen den einzelnen Gruppen fanden. Es bleibt also die Frage offen, ob Makrophagen im 
hier verwendeten Lebermetastasenmodell der Maus in bereits vorhandenen 
Lebermetastasen einen tumor-unterstützenden Einfluss, wie beim primären murinen 
Kolonkarzinom, haben oder nicht. Der Grund für die auch in der depletierten Gruppe 
vorhandenen Makrophagen innerhalb der Lebermetastasen liegt vermutlich, wie bereits 
oben beschrieben, an der Verfügbarkeit der Liposomen und ihrer Unfähigkeit, außerhalb der 
Blutbahn befindliche Makrophagen zu erreichen77,78. 
Die Lokalisation der Metastasen in der Leber betreffend berichteten Timmers et al.56, dass in 
der Ratte die Tumorzellen, die nicht von Kupffer-Zellen gebunden und phagozytiert wurden 
und somit den Ausgangspunkt für die Metastasierung darstellen könnten, sich größtenteils 





in einem Bereich von bis zu 250µm unterhalb der Glisson-Kapsel befanden. Griffini et al.101 
beschrieben, dass sich drei Wochen nach Injektion von CC531-Kolonkarzinomzellen in 
Ratten, die Metastasen in erster Linie direkt unterhalb der Leberoberfläche befanden und 
nur ein geringer Anteil zentral in der Leber lokalisiert war. Ähnliche Beobachtungen konnten 
auch in den für die hier vorliegende Arbeit durchgeführten Experimenten gemacht werden. 
In allen drei Gruppen zeigten sich ähnliche exponentielle Verteilungsmuster der Metastasen, 
mit der Lokalisation des Großteils der Metastasen unmittelbar an der Leberoberfläche. Da 
dieses Verteilungsmuster auch in der Kupffer-Zell-depletierten Gruppe, hier allerdings mit 
einer niedrigeren Gesamtzahl an Metastasen, vorzufinden war, scheint die Präferenz zur 
Metastasierung in den oberflächennahen Leberbereichen Kupffer-Zell-unabhängig zu sein. 
Dennoch scheint das Vorhandensein von Kupffer-Zellen die Ausbildung von Metastasen in 
dieser Region zu potenzieren. 
Einen möglichen Kupffer-Zell-unabhängigen Mechanismus, der hierbei einen initialen Schritt 
in der Ausbildung von Lebermetastasen darstellen könnte, stellt die mechanische 
Obstruktion der Lebersinusoide durch zirkulierende Tumorzellen dar102.  
 
Der zweite Teil dieser Arbeit beschäftigte sich mit der Verbesserung der Darstellbarkeit des 
Darmes der Maus im MRT. Bei der Bestimmung der Lebermetastasenanzahl erwies sich das 
MRT als hilfreich und leicht durchführbar. Die Metastasenanzahl konnte so genauer 
bestimmt werden, als lediglich durch Auszählen der Metastasen auf der Leberoberfläche 
oder durch Bestimmung des Lebergewichtes. Die Bildgebung der Tumoren im orthotopen 
Kolonkarzinommodell stellte sich hingegen zunächst als schwierig dar. Aufgrund der starken 
Darmperistaltik und den unter diesen Bedingungen ungünstigen langen Messzeiten in den 
verwendeten T2-gewichteten Sequenzen, gestaltete es sich insbesondere schwierig, kleinere 
Tumoren sicher zu detektieren.  
Durch die beiden in dieser Arbeit entwickelten Methoden zur Bildgebung des gesamten 
Dickdarmes unter Verwendung von einem Einlauf mit Buscopan, der transrektalen bzw. 
intravenösen Kontrastmittel-Applikation sowie T1-gewichteter, hochauflösender Vibe-
Sequenzen, gelang es nun, den Darm der Maus sicher, wenig invasiv, zuverlässig und 
reproduzierbar darzustellen. 





Mausmodelle zur Entstehung kolorektaler Karzinome stehen in zunehmender Anzahl zur 
Verfügung103. Um die Karzinogenese im Verlauf untersuchen zu können und den Einfluss 
verschiedener Therapeutika im Zeitverlauf testen zu können, war es bisher oft nötig, die 
Tiere zu bestimmten Zeitpunkten während des Experimentes zu töten. Bildgebende 
Verfahren, wie zum Beispiel das MRT, können hier zum einen helfen, die Anzahl der 
benötigten Versuchstiere zu reduzieren, zum anderen können sie zu einem 
Informationsgewinn beitragen, indem sie beispielsweise die Beobachtung der 
Tumorentstehung im Zeitstrahl oder die Durchblutung eines Tumors in vivo ermöglichen104. 
Zusätzlich könnten Therapieeffekte frühzeitig erfasst werden. 
Beim Menschen stellt die Koloskopie mit gleichzeitiger Biopsieentnahme das 
Standardverfahren zur Diagnosesicherung des Kolonkarzinoms dar3,9. Auch in der Maus 
besteht die Möglichkeit, das Kolon endoskopisch zu untersuchen. Hierbei können ebenfalls 
hochauflösende Bilder erzeugt und Biopsien entnommen werden. Jedoch ist die 
Untersuchung aufwendig und birgt, wie auch im Menschen, das Risiko der Perforation sowie 
der Blutung und ermöglicht in der Maus lediglich die Beurteilung der distalen drei bis vier 
Zentimeter des Kolons73,105. Weitere Informationen, wie zum Beispiel über die 
Darmwanddicke im Rahmen chronisch entzündlicher Darmerkrankungen oder die 
Ausbildung von Metastasen, können nicht gewonnen werden. Da die Kolonkarzinome im 
verwendeten orthotopen Modell am Caecum wuchsen, wären sie endoskopisch nicht 
erreichbar gewesen und aufgrund der subserösen Implantationstechnik nicht sicher vom 
Lumen aus beurteilbar gewesen.  
Neben der Endoskopie wird mittlerweile auch der Ultraschall in Kleintiermodellen 
verwendet106. Seguin et al.107 konnten in einem ähnlichen wie dem hier vorliegenden 
orthotopen Kolonkarzinommodell, und darüber hinaus in einem ektopen Modell, zeigen, 
dass sich die Sonographie zur Bildgebung des Kolonkarzinoms in der Maus prinzipiell eignet. 
Jedoch zeigten sich Einschränkungen bei der Tumorvolumetrie, eine niedrige Auflösung 
sowie luftbedingte Artefakte.  
Auch die Computertomographie (CT) stellt eine Möglichkeit zur Bildgebung des 
Kolonkarzinoms dar. Im Tiermodell zeigte sich eine gute Auflösung bei kurzen 
Untersuchungszeiten108,109. Ein wesentlicher Kritikpunkt besteht jedoch in der Exposition 





gegenüber ionisierender Strahlung, deren Einfluss auf die Tumorbiologie sowie auf das 
Immunsystem im Tiermodell nicht abgeschätzt werden kann71,110.   
Im Gegensatz hierzu stellt das MRT eine strahlungsfreie Untersuchungsmethode dar, die 
darüber hinaus einen guten Weichteilkontrast und eine hohe Auflösung von 50-100µm 
bietet. Außerdem erlaubt sie die Anfertigung von Bildern in jeder Ebene des Raumes71. Die 
Bildgebung des Darmes stellte sich jedoch in der vorliegenden Arbeit zunächst als schwierig 
dar. Im orthotopen Kolonkarzinommodell erschwerten sowohl die Darmperistaltik, als auch 
Bewegungsartefakte, bedingt durch den Herzschlag und die Atmung, die Bildgebung im MRT. 
Obwohl die Bewegungsartefakte durch eine atemgetriggerte Messung auf ein Minimum 
reduziert werden konnten, stellte die Darmperistaltik bei einer einzelnen Sequenzlänge von 
12-15min in der T2-Wichtung eine starke Beeinträchtigung bei der Untersuchung dar, die 
durch die intravenöse Gabe von Buscopan nicht ausreichend gehemmt werden konnte. Erst 
wenn die Tumoren eine gewisse Größe erreicht hatten wurde die Peristaltik gehemmt, was 
dann eine sichere Detektion möglich machte.  
In einem ähnlichen Kolonkarzinommodell mit der gleichen Zelllinie und dem gleichen 
Mausstamm beschrieben Seguin et al.107 keine Schwierigkeiten bei der MRT-Bildgebung 
mittels ebenfalls T2-gewichteter Sequenzen. Allerdings erreichten Tumoren in ihrem Modell 
deutlich größere Volumina und erleichterten dadurch die Detektion und Volumetrie. 
In mehreren Studien zur MRT-Bildgebung bei chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 
im Mausmodell wurden zur Beurteilung der Wanddicke, der Entzündungsaktivität und der 
Ausbildung von Tumoren die distalen drei bis vier Zentimeter des Kolons untersucht. 
Aufgrund der anatomischen Fixierung des Rektums im kleinen Becken ist dieser Bereich 
jedoch weniger anfällig für Bewegungsartefakte als beispielweise das Caecum111–113. Ericsson 
et al.72 schilderten, dass in ihrem Mausmodell eines muzinösen Adenokarzinoms des Kolons, 
Bewegungsartefakte hingegen ebenfalls eine Hürde bei der Erzeugung T1- und T2-
gewichteter Sequenzen darstellten. Lediglich 58% der histologisch erkennbaren Tumoren 
waren auch schon vorher im MRT aufgefallen. Nur bei einem von zwölf Tieren konnten 
sämtliche Läsionen bei allen sieben MRT-Messungen im Zeitverlauf dargestellt werden. 
In eigenen Versuchen mit dem Ziel, die Peristaltik weiter zu hemmen, zeigte sich die 
Insufflation von Luft, wie sie im Menschen im Rahmen der MR-Kolonographie bereits 
erfolgreich angewendet wurde, als wenig erfolgversprechend114,115. Die Peristaltik wurde 





eher noch weiter angeregt und die Luft führte zu weiteren Artefakten in der T2-Wichtung. 
Auch die Applikation von reiner Kochsalzlösung ohne Kontrastmittel in den Darm stellte sich 
als nicht wirksam heraus. Zwar war die Darmperistaltik nun reduziert, doch kam es aufgrund 
der langen Messzeiten bei der T2-Wichtung weiterhin zu Artefakten.  
Erst die Gabe von Kontrastmittel sowie eines Einlaufes mit Buscopan unter Verwendung der 
zeitlich kürzeren T1-Vibe-Sequenzen brachte eine deutliche Steigerung der Bildqualität.  Die 
Methoden ermöglichten eine zuverlässig reproduzierbare Bildgebung des Dickdarmes sowie 
großer Teile des Dünndarmes und stellten sich als schonend für die Tiere heraus. In einer 
Vielzahl verschiedener Tiermodelle entwickeln die Mäuse nicht nur Tumoren in den distalen 
Abschnitten des Kolons, die bisher relativ problemlos im MRT untersucht werden können, 
sondern auch in weiter oral liegenden Darmabschnitten bis hin zum Dünndarm103,108. Hierbei 
könnten die beschriebenen Untersuchungsmethoden eine Möglichkeit darstellen, die 
Tumorentstehung im Zeitverlauf zu visualisieren und unter der Gabe verschiedener 
Therapeutika zu beobachten. Saar et al.116 beschrieben, dass ein ähnliches Verfahren bereits 
erfolgreich im Menschen angewendet wurde, mit dem Unterschied, dass Buscopan hier 
intravenös verabreicht wurde. Bei hoher Sicherheit und geringer Invasivität stellte es hierbei 
ein sensitives Verfahren zur Detektion von Kolonkarzinomen, Polypen oder Adenomen dar. 
Schwierigkeiten bestanden jedoch in der Detektion kleinerer Adenome und Polypen mit 
einer Größe von weniger als 5mm, sowie teilweise bei der Unterscheidung zwischen 
Darmwandläsionen bzw. Stuhl oder Luftblasen. In weiteren Versuchen müsste anhand von 
Tiermodellen zum Kolonkarzinom bzw. zu chronisch entzündlichen Darmerkrankungen die 
Sensitivität und Spezifität der beiden entwickelten Methoden zur Bildgebung bei der 
Detektion von pathologischen Läsionen beurteilt werden. Hierbei dürfte sich die Methode 
der transrektalen Kontrastmittelapplikation insbesondere bei der Bildgebung von 
intraluminal wachsenden Tumoren oder aber bei der Suche nach Darmstenosen als hilfreich 
erweisen. Die intravenöse Anwendung von Kontrastmittel könnte zur Beurteilung von 
pathologischen Veränderungen der Darmwand wie zum Beispiel von Tumoren oder 
entzündlichen Veränderungen verwendet werden.  
 
Die in dieser Arbeit vorgelegten Untersuchungen sprechen dafür, dass tumor-assoziierte 
Makrophagen im Kolonkarzinom, wie auch in anderen Tumorentitäten eine tumor-





unterstützende Wirkung haben, indem sie das Tumorwachstum, die Neoangiogenese, sowie 
die Metastasierung signifikant steigern. Die hier gezeigten Ergebnisse könnten unter 
Berücksichtigung bereits vorliegender Erkenntnisse einen Beitrag für die Entwicklung 
zukünftiger Therapien des Kolonkarzinoms darstellen. Eine gezielte Depletion von 
bestimmten Makrophagenpopulationen, wie zum Beispiel der tumor-assoziierten 
Makrophagen im Tumor selbst, oder aber der Kupffer-Zellen in der Leber, könnten das 
Tumorwachstum entscheidend inhibieren oder eine Metastasierung in die Leber verhindern. 
Alternativ könnten Versuche vorgenommen werden, sich die Eigenschaften von 
Makrophagen gezielt zu Nutze zu machen, indem beispielsweise tumor-assoziierte (M2) 
Makrophagen mittels geeigneter Stimuli in proinflammatorische (M1) Makrophagen 
umdifferenziert werden, die nun durch Antigen-Präsentation, Ausschüttung zytotoxischer 
Substanzen oder per Phagozytose verstärkt Tumor-supprimierend oder direkt Tumor-
zytotoxisch wirken.  
Um den Einfluss tumor-assoziierter Makrophagen und Kupffer-Zellen auf das Kolonkarzinom 
und die hieran beteiligten Mechanismen noch besser zu verstehen, sollten weitere 
Untersuchungen unternommen werden, um hieraus möglicherweise für den Menschen 
anwendbare Therapiemöglichkeiten ableiten zu können. 
Die neu etablierten MRT-Untersuchungsmethoden des Darmes könnten in einer Vielzahl 
verschiedener Tiermodelle zur Anwendung kommen und den Informationsgewinn hier 
erheblich steigern. Beispielsweise könnte in Tiermodellen chronisch entzündlicher 
Darmerkrankungen die Karzinogenese unter verschiedenen Bedingungen und 
Therapieansätzen über die Zeit beobachtet werden. Das MRT erlaubt hierbei eine nicht-
invasive, longitudinale Verlaufsbeurteilung bei gleichzeitiger Reduktion der Anzahl von 
Versuchstieren. In weiteren Versuchen müsste nun die Sensitivität und Spezifität der beiden 













Makrophagen stellen einen wesentlichen Bestandteil des leukozytären Infiltrates des 
Kolonkarzinoms und anderer maligner Tumoren dar. Für eine Reihe anderer Tumorentitäten 
konnte bereits nachgewiesen werden, dass tumor-assoziierte Makrophagen das Wachstum, 
die Neoangiogenese und die Metastasierung fördern. Bisherige Studien zur Rolle der 
Makrophagen im Kolonkarzinom zeigten hingegen widersprüchliche Ergebnisse.  
Um den Einfluss von Makrophagen auf das Wachstums- und Metastasierungsverhalten im 
Kolonkarzinom genauer zu untersuchen, wurde zum einen ein orthotopes, syngenes 
Kolonkarzinommodell, zum anderen ein Lebermetastasenmodell unter Verwendung der 
murinen Kolonkarzinomzelllinie CT-26 in der immunkompetenten Balb/c-Maus verwendet 
und die Makrophagen bzw. Kupffer-Zellen mittels intraperitonealer Injektion von Clodronat-
Liposomen selektiv depletiert. Die Tumorvolumina bzw. die Metastasenanzahl wurden 
mittels 7-Tesla Kleintier-MRT bestimmt und das Tumorgewicht per Feinwaage ermittelt. Die 
Makrophagen- und Gefäßdichte in den orthotopen Tumoren sowie die Kupffer-Zelldichte im 
Lebermetastasenmodell wurden mit Hilfe der Immunhistochemie ausgewertet.  
Die Makrophagendepletion führte zu einer signifikanten Verringerung des Tumorwachstums 
im orthotopen Kolonkarzinommodell und verminderte hier gleichzeitig die Anzahl an Tieren, 
die eine Peritonealkarzinose bzw. Lebermetastasen entwickelten. Darüber hinaus führte die 
Depletion zu einer signifikanten Hemmung der Neoangiogenese im Kolonkarzinom. Im 
Lebermetastasenmodell führte die Kupffer-Zelldepletion zu einer signifikant geringeren 
Anzahl an Lebermetastasen, wobei die Kupffer-Zelldichte direkt mit der Metastasenanzahl 
korrelierte.  
Die Ergebnisse unterstützen die Vermutung, dass tumor-assoziierte Makrophagen im 
Kolonkarzinom, wie auch in einigen anderen malignen Erkrankungen, eine tumor-
unterstützende Rolle ausüben. Darüber hinaus scheinen Kupffer-Zellen einen 
entscheidenden Promotor bei der Ausbildung von Lebermetastasen darzustellen. 
Zukünftige Therapien könnten darauf abzielen, selektiv bestimmte 
Makrophagenpopulationen wie die tumor-assoziierten Makrophagen oder Kupffer-Zellen zu 
depletieren. Eine weitere Möglichkeit bestünde in der Umdifferenzierung von tumor-
assoziierten Makrophagen (M2) in proinflammatorische Makrophagen (M1), die dann 
suppressiv oder zytotoxisch auf den Tumor wirken.  





Des Weiteren wurden zwei Untersuchungsmethoden zur Darmbildgebung in der Maus 
mittels MRT entwickelt, die eine deutliche Steigerung der Bildqualität und einen zusätzlichen 
Informationsgewinn in Tierversuchen ermöglichen. Beide Untersuchungstechniken erwiesen 
sich als gut reproduzierbar und erlauben eine longitudinale Beurteilung von 
Darmerkrankungen über einen längeren Zeitraum. 
In weiteren Versuchen müsste nun die Sensitivität und Spezifität der beiden beschriebenen 
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